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Durante la vida fetal, los pulmones no son funcionales y la placenta es la responsable de llevar
a cabo el intercambio gaseoso. La circulación pulmonar fetal ofrece una alta resistencia al flujo
sanguineo y por ello, los pulmones fetales, a diferencia de los del adulto, se caracterizan por
una elevada presión arterial y un reducido flujo sanguíneo (35 ml/mm/kg en el feto de oveja
a término>. Antes del nacimiento, la sangre de la placenta (saturación de 02 80%) vuelve al
feto por la vena umbilical, desde donde pasa al conducto venoso. Este contacta con la vena
cava inferior que contiene sangre desaturada procedente de las extremidades inferiores, pasa
a la aurícula derecha y a través del foramen ovale, a la aurícula izquierda, al ventrículo
izquierdo y, finalmente, a la aorta (Fig 1). La sangre desaturada, que proviene de la cabeza
y de los miembros superiores, llega por la vena cava superior, pasa al ventrículo derecho y a
la arteria pulmonar. Sin embargo, dado que la resistencia de los vasos pulmonares es alta, un
70% se desvía a la aorta descendente a través del ductus arteriosus y el 30% restante pasa a
través de la circulación pulmonar a la aurícula izquierda y a la aorta (Reuss y Rudolph, 1980;
Teitel y cols., 1987). En efecto, la circulación pulmonar fetal es un circuito de alta resistencia
debido a la compresión y acodamiento de las arteriolas y capilares por falta de expansión
pulmonar, a la hipertrofia de la capa media de las arteriolas, al estado incipiente de desarrollo
pulmonar y a la vasoconstricción pulmonar hipóxica (VPH). Desde la aorta, la sangre se dirige
a la placenta por las dos arterias umbilicales, donde la saturación de 02 es de 58% (Fig 1).
Los tres acontecimientos más importantes que tienen lugar en el momento del nacimiento para
adaptarse a la vida extrauterina son: a) la ventilación o distensión gaseosa rítmica de los
pulmones, b) la oxigenación y c) la supresión de la circulación umbílico-placentaria tras la
ligadura de los vasos umbilicales. Tras el nacimiento, los pulmones se expanden al llenarse de
aire y el aumento de 02 alveolar y arterial produce una marcada disminución de las resistencias
vasculares pulmonares (RVP) y de la presión pulmonar; como consecuencia, e] flujo sanguíneo
pulmonar aumenta unas 8-10 veces, lo que facilita el intercambio gaseoso (Fineman y cols.,
1995; Morin y Stenmark, 1995; Teitel y cols., 1990). Además, la supresión del flujo
sanguíneo placentario reduce tanto la llegada de sangre a la aurícula derecha como la
presión de la misma y produce un aumento de las resistencias vasculares periféricas y
una elevación de la presión aórtica muy por encima de la presión pulmonar, lo que
conduce al cierre del ductus arteriosus. El aumento del flujo sanguíneo pulmonar conlíeva un
incremento del retorno venoso pulmonar y, por tanto, de la presión auricular izquierda, que
alcanza valores superiores a los de la presión auricular derecha, lo que produce el cierre del
foramen ovale. La presión vascular pulmonar disminuye de forma que a las 24 horas del
nacimiento presenta valores de aproximadamente un 50% de la presión arterial sistémica y a
las 2-6 semanas se alcanzan los valores propios del adulto (Rudolph, 1985). Además de los
efectos mecánicos de la ventilación y del estado de oxigenación, la transición de la circulación
pulmonar fetal a la del adulto es regulada de forma decisiva por la liberación de mediadores




1.1. HIPERTENSIÓN PULMONAR PERSISTENTE NEONATAL
Cualquier hecho que perturbe la ordenada transición de la circulación pulmonar del feto a la
del adulto produce hipertensión pulmonar persistente neonatal (HPPN) (Walsh-Sukys, 1993).
Este cuadro afecta a un 0.1-0.5% de los recién nacidos, y es mortal en casi un 40% de los
casos (Morin y Stenmark 1995). La HPPN puede ser idiopática o una complicación de diversas
alteraciones cardiorrespiratorias del neonato, tales como la enfermedad de membrana hialina,
la aspiración meconial, la asfixia neonatal, la sepsis y la bernia diafragmática congénita. A
pesar de las diferencias existentes entre estas patologías, todas ellas se caracterizan por la
presencia de RVP elevadas tras el nacimiento, lo que conduce a un cortocircuito de derecha
a izquierda a través del ductus afleriosus y del foramen ovale e hipoxemia grave. Esta
elevación de las RVP puede ser el resultado de la acción de factores que afectan al tono o a
la estructura vascular, o a la combinación de distintos factores como la persistencia de
mecanismos fisiológicos que se oponen a la vasodilatación durante la vida fetal, el fallo en la
respuesta a estímulos fisiológicos (ventilación y oxigenación) durante el nacimiento o el
desbalance entre agentes vasodilatadores y vasoconstrictores.
En esta Introducción se abordan, en primer lugar, las características de la pared vascular
pulmonar, los cambios que ésta sufre durante el desarrollo fetal y postnatal hasta obtener su
morfología definitiva y las anomalías estructurales asociadas a la I-IPPN. A continuación, se
anal izan los principales estímulos que participan en la transición de la circulación pulmonar
fetal a la del adulto y en la génesis de la HPPN, ya sean fisiológicos (ventilación y
oxigenación) o mediadores vasoactivos (elcosanoides, endotelinas -ETs y el óxido nítrico -
NO). Finalmente, se analizan dos de los principales mecanismos fisiológicos implicados en la
regulación del tono vascular pulmonar, la activación de los canales de K~ dependientes de ATP
(KÁTP) y la estimulación de la ATPasa Na~/K~, que pueden ser diana de numerosos
mediadores endógenos y desempeñar también un importante papel en la transición pulmonar
tras el nacimiento y en el desarrollo de HPPN.
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1.11. ESTRUCTURA DE LA PARED ARTERIAL
1.11.1. Características generales de la pared arterial
La parecí arterial consta de una capa interna o íntima, una central o media y una más externa
denominada adventicia.
La íntima
Está formada por una monocapa de células endoteliales, que juegan un papel decisivo en e]
control activo de la circulación, ya que liberan numerosos compuestos vasoactivos. Los
principales agentes vasodilatadores liberados por el endotelio son, básicamente, el factor
relajante dependiente de endotelio (EDRF), que se ha identificado como óxido nítrico (NO)
(Ignarro y cols., 1987a; Palmer y cols., 1987), la prostaglandina 12 (P012) o prostaciclina y
el factor hiperpolarizante dependiente de endotelio (EDHF), cuya identidad es todavía hoy
motivo de controversia entre distintos autores (Campbell y cols., 1996; Edwards y cols., 1998;
Randalí y cols., 1996). El endotelio también libera sustancias vasoconstrictoras, como el factor
contracturante dependiente del endotelio, el tromboxano A2 (TXA2) y la endotelina-1 (ET-l),
si bien esta última puede comportarse también como vasodilatadora (Apartado I.V.3.2).
Las células endoteliales descansan sobre una membrana basal, separada de las células
musculares lisas por una lámina elástica interna de estructura reticular, que presenta espacios
interlaminares, que permiten el paso de sustancias a su través.
La media
Sus dos principales componentes son las células musculares lisas vasculares (CMLV), que al
ser estimuladas se contráen y reducen el diámetro interno de la pared arterial, y la matriz
extracelular, que se une a las CMLV, dotándolas de una correcta orientación en la pared
vascular. La matriz de la capa media determina, junto con la adventicia, las propiedades
mecánicas de la arteria. Elastina y colágeno son los dos componentes proteicos más
importantes de la matriz. La elastina dota de elasticidad al vaso y es, por ello, abundante en
arterias de conducción, como la aorta. El colágeno permite a la pared de la media mantener
su forma, a pesar de la alta presión intraluminal ejercida por la sangre.
La adventicia
Es la capa más externa de las arterias, separada de la media por una lámina elástica externa.
Histológicamente, esta capa contiene colágeno, fibroblastos y algunas CMLV. En arterias de
calibre mediano o grande, la adventicia presenta pequeños vasos sanguíneos (vasa vasorum),
linfáticos y terminaciones del sistema nervioso autónomo (SNA). En los grandes vasos de
conducción, la adventicia es delgada, mientras que en las pequeñas arterias musculares (arterias
de resistencia) es más ancha.
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1.11.2. Caraeteríscas estructurales de las arterias pulmonares
La circulación pulmonar constituye un circuito de baja presión y baja resistencia que acopla
el volumen minuto del ventrículo derecho a la superficie de intercambio gaseoso. Las arterias
pulmonares, por ello, son más elásticas y presentan una capa de CMLV mucho más delgada
que las arterias sistémicas.
Las arterias pulmonares sufren un cambio en su estructura según se avanza desde la zona más
proximal hacia la más distal del vaso. Así, las arterias son elásticas al inicio de cualquier
ramificación y pasan, al disminuir su calibre, a una estructura de transición, meramente
muscular, parcialmente muscular y no muscular, siendo esta última la que presentan las
arterias inmediatamente anteriores al lecho capilar (Hislop y Reid, 1972). Elliot y Reid (1965)
describieron como, en el humano adulto, la estructura elástica la presentaban arterias de más
de 3000 ~umde diámetro (7~ rama), la estructura de transición las arterias con un diámetro
entre 2000 y 3000 pm (7a~9a rama) y la estructura muscular las que presentan un diámetro
entre 150 y 2000 Mm (desde la 9a rama hasta la región alveolar). Las arterias parcialmente
musculares y no musculares se localizan a nivel alveolar y presentan diámetros inferiores a 150
pm.
El lecho arterial pulmonar puede sufrir cambios importantes en su arquitectura durante el
crecimiento fetal y postnatal (Reid, 1989), así como en distintas situaciones patológicas; por
ejemplo, un aumento crónico de la presión arterial pulmonar (Barnes y Liu, 1995). A
continuación pasamos a describir estos cambios estructurales.
1.11.3. Desarrollo de las arterias pulmonares en el feto
A las 4 semanas de gestación surgen del esófago un par de esbozos pulmonares endodérmicos
rodeados de mesénquima, el cual presenta redes vasculares que provienen de la parte anterior
del tubo digestivo. Estos vasos crecen siguiendo las ramificaciones de las vías respiratorias y,
tras diferenciarse en arterias, se unen a las arterias pulmonares, que han crecido hacia el
primordio pulmonar desde el sexto arco aórtico (Adamson, 1991; Morin y Stenmark, 1995).
La ramificación y crecimiento de las vías respiratorias y de las arterias se realiza en íntima
sincronía, por lo que su desarrollo parece responder a mediadores comunes (Hislop y Reid,
1977>. A las 16 semanas de gestación se hayan presentes todas las ramas bronquiales con sus
respectivas arterias pre-acinares. En los meses posteriores de vida fetal tiene lugar la formación
de estructuras intra-acinares y sus arterias correspondientes (Hislop y Reid, 1972).
En el desarrollo de la vasculatura pulmonar intervienen dos procesos morfológicos: la
vasculogénesis y la angiogénesis. La vasculogénesis es el proceso mediante el cual se forman
los vasos sanguíneos primitivos o inmaduros a partir de la diferenciación y segregación de los
angioblastos del tejido mesodérmico (precursores de las células endoteliales) (Sabin, 1917;
Risau y cols., 1988). Posteriormente, los angioblatos se diferencian en células endoteliales y
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contribuyen a la expresión de CMLV, formando un vaso arterial o venoso. La angiogénesis
supone la creación de nuevos capilares a partir de la expansión o crecimiento de vasos
primitivos pre-existentes (Poole y Coffin, 1989; Zetter, 1988). El proceso angiogénico no es
exclusivo del desarrollo fetal, sino que también tiene lugar, por ejemplo, durante el desarrollo
del cuerpo lúteo, la hipertrofia muscular que sigue a la práctica regular de ejercicio físico y
la cicatrización de heridas.
El crecimiento vascular pulmonar se caracteriza por la proliferación de las células endoteliales
y de las CMLV, así como por un cambio en el fenotipo de estas últimas. Las CMLV del recién
nacido presentan una menor expresión de proteínas implicadas en la respuesta contráctil que
las del adulto, de forma que al madurar pasan de poseer un fenotipo sintético a uno con mayor
capacidad contráctil (Rabinovitch,1992; Morin y Stenmark, 1995). El hecho de que la CLMV
del recién nacido presente un fenotipo sintético explicaría la rápida respuesta hiperplásica
observada en la pared arterial pulmonar en condiciones patológicas.
1.11.4. Adaptación estructural de la vasculatura pulmonar tras el nacimiento
Al final del desarrollo fetal, las arterias más proximales (pre-acinares) y aquéllas localizadas
a nivel terminal de los bronquiolos son musculares o parcialmente musculares y de pared
gruesa, mientras que las arterias intra-acinares carecen de músculo liso. Tras el nacimiento,
la vasculatura pulmonar sufre un rápido remodelado vascular, que facilita la brusca reducción
de las RVP. Estos cambios estructurales, que presentan características y cursos temporales
similares en el hombre y en el cerdo (aunque se producen de forma más rápida en este último),
siguen tres fases (Haworth y Hislop, 1981; Rabinovitch, 1992):
Fase 1. Este período abarca los primeros 4 días de vida y constituye la adaptación inmediata
a la vida extrauterina. Los cambios estructurales más drásticos y tempranos se producen en las
arterias inés periféricas o precapilares, compuestas únicamente de células endoteliales rodeadas
de pericitos (Hall y Haworth, 1986). Las células endoteliales del recién nacido no son
totalmente planas, se superponen sobre las vecinas y presentan proyecciones superficiales. A
los 5 minutos de nacer, las células endoteliales son ya más finas, gradualmente van dejando
de superponerse (aumenta la relación superficie-volumen y disminuye el número de
proyecciones) y se extienden a lo largo de la pared vascular; sin embargo, la cantidad de
músculo liso vascular pulmonar no se modifica (Haworth, 1988). Por lo tanto, las paredes
vasculares adelgazan, al tiempo que el diámetro interno vascular aumenta. Estos cambios se
acompañan del reclutamiento de las arterias no musculares y de la vasodilatación de las arterias
parcialmente musculares del terminal bronquial (arterias de resistencia), que estaban
previamente cerradas. El resultado final de todos estos procesos es la brusea reducción de las
RVP, que ocurre inmediatamente después del nacimiento (Haworth y Hislop, 1981).
Fase II. Se extiende hasta las 3-4 semanas de vida y se caracteriza por una reducción de la
cantidad de músculo liso en las arterias pulmonares de < 250 ~m de diámetro y la aparición
de una lámina interna elástica muy fenestrada, que permite el contacto entre las células
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endoteliales y las CMLV. Estos cambios conllevan un aumento del diámetro interno vascular
y una redución de las RVP (Haworth y Hislop, 1981).
Fase III. A partir de las 2 semanas comienza a reaparecer el músculo liso en el acino. Según
pasan los días, las CMLV aumentan en tamaño y número y se deposita tejido conectivo
(elastina, colágeno>, dando lugar a la nueva estructura de la pared vascular pulmonar, adaptada
a la presencia de un circuito de baja presión y baja resistencia. Esta fase se prolonga hasta que
las CMLV alcanzan su madurez estructural, es decir, hasta por lo menos los 2 años de vida
en el hombre y los 6 meses en el cerdo (Haworth, 1988).
1.11.5. Anomalías estructurales asociadas a la ILPPN
Una incorrecta adaptación estructural de la vasculatura pulmonar tras el nacimiento puede
conducir al desarrollo de HPPN. Geggel y Reid (1984> y Rabinovitch (1989> clasificaron la
HPPN en base a anomalías estructurales del pulmón y del músculo liso vascular en tres
subgrupos: 1) por subdesarrollo de la circulación pulmonar, que cursa con una disminución
importante del número de vasos distales (hipoplasia> y de alvéolos (p.ej. bernia diafragmática
congénita), 2) por mal desarrollo, que se caracteriza por una “muscularización” excesiva de
las arterias pulmonares, que puede ser consecuencia de un daño intrauterino o perinatal (p.ej.
aspiración meconial). En el término “muscularización” se incluyen el engrosamiento de la
media y de la adventicia, el acúmulo excesivo de matriz extracelular y la extensión de las
CMLV hacia las arterias de menor calibre (p.ej. intra-acinares), 3) por mala adaptación,
cuando aunque el desarrollo estructural haya sido normal, existe una deficiente respuesta a
mediadores vasodilatadores que impide la vasodilatación apropiada tras el nacimiento.
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1.111. VENTILACIÓN Y OXIGENACIÓN PULMONAR
1.111.1 Papel de la ventilación y la oxigenación en la adaptación pulmonar tras el
nacimiento
La ventilación y la oxigenación son los dos mecanismos fisiológicos responsables de la
vasodilatación y del aumento del flujo sanguíneo pulmonar, que siguen al nacimiento. Ambos
procesos son capaces de aumentar el flujo sanguíneo pulmonar de forma independiente
(Rabinovitch, 1992). Así, la ventilación pulmonar, por sí sola, es responsable de hasta un 75%
del aumento del flujo sanguíneo pulmonar que sigue al nacimiento (Teitel y cols., 1990; Reid
y Thornburg, 1990); por otro lado, la oxigenación, incluso en condiciones experimentales
carentes de ventilación pulmonar, también disminuye las RVP fetales (Cassin y cols., 1964;
Assali y cols., 1968). De cualquier modo, la acción conjunta de ambos mecanismos sobre la
reducción de las RVP es mucho mayor que la inducida por cada proceso por separado (Cassin
y cols., 1964; Teitel y cols., 1990).
La caída de las RVP, que ocurre normalmente cuando los pulmones fetales son ventilados,
presenta dos fases: la primera abarca los primeros 30-60 segundos tras el nacimiento y la
segunda se extiende durante los 10-20 minutos posteriores. En la primera tiene lugar el
establecimiento de la interfase gas-líquido a nivel alveolar, lo que disminuye la presión
perivascular, distiende las pequeñas arteriolas y reduce las RVP, mientras que la segunda
parece deberse a un aumento de la producción de las prostaglandinas vasodilatadoras
(fundamentalmente PGI2) (Heymann, 1989; Teitel y cols., 1990).
El tono vascular pulmonar es regulado por los gases que intervienen en la respiración (ver
apartado LV. 1). Tanto la presión parcial de 02 (PO) como la de CO2 (pCO2) juegan un papel
importante en la regulación de las RVP y del flujo sanguíneo pulmonar durante los períodos
pre y postnatal. La hipoxia y la hipercapnia están involucradas en el mantenimiento de RVP
elevadas característico de la vida fetal (Rudolph y Yuan, 1966). Además, el aumento de la p02
y la disminución de la pCO2 reducen las RVP, aumentan el flujo sanguíneo pulmonar y son
responsables de la transición de la circulación fetal a la del adulto (Heyman, 1989; Morin y
cols., 1988).
A pesar de que tanto la ventilación como la oxigenación producen efectos directos sobre el
tono vascular pulmonar, también pueden actuar de forma indirecta a través de la liberación o
producción local de sustancias vasoactivas. Así, como se ha indicado anteriormente, la
ventilación pulmonar produce, en parte, sus efectos a través de la liberación de PGI2
(Gryglewski, 1980; Leffler, 1984a). El aumento de la liberación de NO por las células
endoteliales y la activación de los canales de K~ también han sido implicados en la relajación
postnatal inducida por la ventilación (Cornfield y cols., 1992; Tristani-Firouzi y cols., 1996)
y la oxigenación pulmonar (Cornfield y cols., 1992; Cornfield y cols., 1996; Tiktinski y
Morin, 1993; Shaul y cols., 1992).
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I.III.2. Alteraciones de la ventilación y la oxigenación en la IIPPN
La hipoxia intrauterina o en los primeros momentos de vida extrauterina puede prevenir la
vasodilatación arterial pulmonar característica del recién nacido. De hecho, la hipoxia produce
un marcado aumento de las RVP y un cuadro de hipertensión pulmonar asociado a una
marcada proliferación de las capas media y adventicia (Rabinovitch, 1992). La aspiración
ineconial y el síndrome de disfunción respiratoria son dos situaciones que pueden conducir a
una HPPN. Ambas situaciones parecen ser consecuencia de una deficiente ventilación y
oxigenación pulmonar tras el nacimiento, secundaria a una obstrucción de las vías respiratorias
o a atelectasia (Morin y Stenmark, 1995).
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1.1V. REGULACIÓN DEL TONO DEL MÚSCULO LISO VASCULAR
I.IV.I Activación de la contracción y la relajación del músculo liso vascular
El aumento o la reducción de la concentración de calcio libre intracelular ([Ca2~]~), son losprincipales mecanismos que inician la contracción y la relajación del músculo liso vascular,
respectivamente.
Factores físicos (estiramiento, presión, cizallamiento), agonistas y factores de crecimiento
aumentan la [Ca2~i~desde 0.1 a 0.6-0.8 MM y generan una respuesta contráctil en las CMLV.
El aumento de la (Ca2i
1 es el resultado de la entrada de Ca
2~ extracelular a través de canales
de la membrana celular y/o de su liberación desde sus depósitos intracelulares,
fundamentalmente del retículo sarcoplásmico (RS) (Fig 2). Cuando aumenta la [Ca2~]~,éste
se fija a la calmodulina (CaM) (se unen 4 iones Ca2~ por cada molécula de calmodulina),
formándose el complejo Ca2~-calmodulina (Ca2~-CaM), el cual se une a la cinasa de la cadena
ligera de la miosina (MLCK), dando lugar al complejo activo Ca2~-CaM-MLCK (Somlyo y
Himpens, 1989; Walsh, 1993). Una vez activada, la MLCK induce la fosforilación de la serma
en posición 19 de la cadena ligera (20 kD) de la miosina (MLC~>. Esta fosforilación permite
la unión de la actina y la activación de la ATPasa de la miosina, lo que facilita el
establecimiento de los puentes cruzados entre ambas proteínas y el desarrollo de fuerza o
acortamiento del músculo liso vascular (Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993) (Fig 2).
La relajación de la CMLV tiene lugar cuando disminuye la [Ca2~j~a nivel de las proteínas
contráctiles. Esta disminución conlíeva la disociación del complejo Ca2~-CaM-MLCK y la
regeneración de la apoenzima (MLCK) inactiva, lo que permite la defosforilación de la MLC
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a través de la fosfatasa de la MLC (MLCP>, produciéndose la relajación muscular (Somlyo y
Himpens, 1989; Walsh, 1993) (Fig 2). La reducción de la [Ca2~]1es el resultado de la
activación de dos ATPasas activadas por el Ca
2~, localizadas en la membrana celular (PMCA)
y en el RS (SERCA) y del intercambiador Na~/Ca2~ (Fig 2). Estas dos ATPasas pueden ser
reguladas mediante la fosforilación inducida por las proteínas cinasas C (PKC), A (PKA) y O
(PKG); además, la PMCA se activa por la CaM, mientras que la SERCA se regula por el
grado de fosforilación de una proteína denominada fosfolambano. El intercambiador Na~¡Ca2~
presenta una baja afinidad por el Ca2~ y su acción parece estar limitada a aumentos locales de




1. IV.2. Acoplamiento excitación-contracción
El acoplamiento excitación-contracción implica una cadena de procesos en la que el aumento
de la [Ca2~j~juegaun papel primordial. Se han descrito dos tipos de acoplamiento excitación-
contracción dependiendo de si el estimulo es la despolarización de la membrana (acoplamiento
electromecánico) o la acción de agonistas (acoplamiento farmacomecánico> (Somlyo y
Himpens, 1989; Walsh, 1993).
El acoplamiento electromecánico implica cambios en el potencial de membrana de la CMLV.
El potencial de reposo de las CMLV varía entre -50 y -60 mV; cuando estos valores se vuelven
menos negativos (despolarización) se activan-abren los canales de Ca2~ dependientes de voltaje
(VOC), produciéndose la entrada de Ca2~, el aumento de la LCa2i~ y la contracción muscular
(Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993; Himpens y cols., 1995>. De los dos principales
canales VOC, el tipo L y el tipo ‘1~ el primero, tanto por su alta conductancia (18-24 PS) como
por su umbral de activación (-40 mV), parece ser el principal responsable de la entrada de
Ca2~ durante el acoplamiento electromecánico. La entrada de Ca2~ a través de los canales tipo
L parece ser la responsable del componente tónico de la contracción durante una
despolarización mantenida de la membrana celular (p.ej. tras aumentar la concentración de Kt
extracelular, 1K’]
0) (Fig 3). La corriente de entrada de Ca2~ activada durante ladespolarización puede poner en marcha el mecanismo que se conoce como liberación de C’a2~
inducida por Ca2~, que consiste en la activación por parte del Ca2~ de los receptores de
rianodina del RS y la consiguiente liberación de Ca2~ del RS (lino, 1989; Somlyo y cols.,
1991). Aunque este mecanismo juega un importante papel en el músculo cardiaco, su
existencia en el músculo liso vascular es todavía motivo de controversia (Horowitz y cols.,
1996). Los cambios del potencial de membrana hacia valores más negativos (hiperpolarización)
producen el cierre de los canales de Ca2~ tipo VOC y disminuyen la FCa2~1~, produciendo
vasodilatación. La apertura de canales de K~ y la activación de la ATPasa Na~/K~ son dos de
los principales mecanismos responsables de la hiperpolarización de la membrana de las
CMLV, como se detalla en los apartados I.VI y I.VII, respectivamente.
El acoplamiento farmacomecánico engloba una serie de mecanismos de señalización celular,
que pueden estimular la contracción o la relajación vascular sin modificar el potencial de
membrana de la CMLV (Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993). Esta activación también se
asocia a un aumento de la [Ca2~J~ procedente, en parte, del medio extracelular pero,
fundamentalmente, del RS (Fig 3). El RS es el principal depósito intracelular de Ca2~ en las
CMLV. Presenta en su membrana receptores para el inositol-1,4,5-trifosfato (IP
3) que, al
activarse, permiten la salida masiva de Ca
2~. El IP
3 se genera por distintos agonistas, tales
como acetilcolina (ACh), angiotensina II (A-II), vasopresina, histamina, serotonina (5-1-IT),
ET- 1, catecolaminas y TXA2, que actúan sobre sus receptores específicos de la membrana
celular, que están acoplados a la fosfolipasa C a través de las subunidades a de la proteína Gq
(Himpens y cols., 1995; Karaki y cols., 1997; Somlyo y Himpens, 1989; Walsh, 1993). La
fosfolipasa C hidroliza el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (RIP2), siendo el IP3 uno de los




Los agonistas pueden, además, inducir la entrada de Ca2 + desde el medio extracelular a través
de la activación de los canales de Ca2t tipo L (Nelson y cols., 1988; Ohya y Sperelakis, 1991)
o de los canales activados por receptor (ROO (Benhan y Tsien, 1987; Ganitkevich e lsenberg,
1990) (Fig 3). Los canales ROC también parecen activarse por el estiramiento mecánico (Davis
y cols., 1992), si bien se han descrito canales que responden específicamente a estímulos
físicos y son sensibles al bloqueo con gadolinio (Karaki y cols., 1997>.
Las características de la respuesta contráctil dependen, por tanto, del tipo de estimulo
(despolarización o agonista) y de la fuente responsable del aumento de la [Ca2i~ (Fig 3>. Altas
concentraciones de Kt extracelular producen despolarización de la membrana, aumentan la
entrada de Ca2t a través de los canales tipo L y producen una contracción mantenida, que
puede suprimirse por los bloqueantes de los canales de Ca2t tipo L (Sato y cols., 1988; Karaki
y cols., 1991). Por el contrario, agonistas como la noradrenalina (NA) por un lado estimulan
la liberación de Ca2t desde el RS, lo que produce una respuesta contráctil transitoria, ya que
la cantidad de Ca» del RS es limitada (Karaki y cols., 1997), y por otro aumentan la entrada
de Ca» a través de los canales de Ca» tipo L y tipo ROC, produciendo una contracción
mantenida (Karaki y cols., 1997).
I.IV.3. Cambios en la sensibilidad de las proteínas contráctiles por el Ca»
Como se ha indicado, la activación de la MLCK dependiente de Ca» y la posterior
fosforilación de la MLC genera una respuesta contráctil (fuerza). Sin embargo, la utilización
de marcadores de la rCa2tl
1 (p.ej. aequorina, fura-2) ha permitido demostrar que la relación
fuerza-Ca» puede ser variable, lo que sugiere la existencia de procesos de sensibilización o
desensibilización de las proteínas contráctiles al Ca
2t.
Sensibilización. Una disociación entre la [Ca2’]~y la fuerza contráctil desarrollada se ha
observado en presencia de los ésteres de forbol (Sato y cols., 1992) y de distintos agonistas
tales como: la NA (Karaki y cols., 1988a; Sato y cols., 1988; Himpens y cols., 1990; Hori
y cols., 1992), la ET-1 (Hori y cols., 1992; Sudjarwo y cols., 1995; Karaki y Matsuda, 1996),
el U46619, un agonista de los receptores del TXA
2 (Himpens y cols., 1990) y la PGF2,
(Balwierczak, 1991; 1-Ion y cols., 1992). Todos estos agonistas inducen una mayor respuesta
contráctil que el KCI, a pesar de producir aumentos similares, o incluso menores, de la
¡Ca
2’], lo que sugiere que son capaces de producir sensibilización de las proteínas contráctiles
al Ca2t. Se han propuesto hasta 4 mecanismos diferentes por los que los agonistas podrían
sensibilizar a las proteínas contráctiles al Ca2t (Karaki y cols., 1997) (Fig 2).
Desensibilización. Los aumentos de los niveles de AMPc producido por los agonistas II-
adrenérgicos y de GMPc producido por el NO o los dadores de NO conducen a la
vasodilatación de la CMLV. A pesar de que estos agentes disminuyen la [Ca2’]~,la relajación
producida es mayor de la que correspondería a esta reducción (Rembold, 1992; Salomone y
cols., 1995; Abc y Karaki, 1989; Karaki y cols., 1988b); es decir, que estos agentes pueden
inducir la desensibilización de las proteínas contráctiles por el Ca». Los nucícótidos cíclicos
25
Introducción
parecen aumentar la [Ca2~1~requerida para fosforilar la MLC, bien por inhibir la MLCK, por
activar la MLCP o a través de mecanismos independientes de la fosforilación de la MLC (Itoh
y cols., 1993; Kitazawa y cols., 1996; Karaki y cols., 1997>.
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I.Y. MECANISMOS QUE PARTICIPAN EN LA REGULACIÓN DEL TONO
VASCULAR PULMONAR Y SU PAPEL EN LA TRANSICIÓN DE LA
CIRCULACIÓN PULMONAR FETAL A LA DEL ADULTO
La circulación pulmonar es regulada básicamente por factores activos y pasivos (Daly y Hebb,
1966). Entre los factores pasivos se encuentran: el volumen minuto cardíaco, la presión de la
aurícula izquierda, la presión de las vías aéreas y del líquido intersticial, la fuerza de gravedad
y la obstrucción de las vías aéreas. Todos estos factores modifican las resistencias vasculares
periféricas independientemente de cambios en el tono vascular. Los factores activos incluyen
los gases de la respiración, el sistema nervioso autónomo (SNA) y los mediadores vasoactivos
(Barnes y Liu, 1995); todos estos factores alteran las RVP por modificar el tono del músculo
liso pulmonar. Aunque los factores pasivos puedan ser importantes en algunas circunstancias,
la circulación pulmonar es regulada fundamentalmente por los factores activos, especialmente
en situaciones patológicas (Barer, 1980).
LV.1. Regulación del tono vascular pulmonar por los gases de la respiración
El tono vascular pulmonar está determinado por los gases que intervienen en la respiración.
La disminución de la pO2 y el aumento de la pCO2 son los responsables de la respuesta
vasomotora pulmonar a la hipóxia e hipercapnia, respectivamente (Duke, 1954; Frishman,
1961; Marshall y Marshall, 1983). La respuesta vascular pulmonar a la hipoxia es muy
característica, diferenciándose dos fases. La primera cursa con una respuesta vasoconstrictora
conocida como vasoconstricción pulmonar hipóxica (VPH), que es una respuesta fisiológica
que disminuye la perfusión sanguínea en zonas pobremente ventiladas, redistribuyendo el flujo
hacia zonas mejor oxigenadas, optimizando el acoplamiento ventilación-perfusión y, como
consecuencia, la oxigenación arterial. En caso de una exposición prolongada a la hipoxia, se
observa una segunda fase que se caracteriza por una respuesta vasodilatadora sensible a
glibenclamida, un inhibidor de los canales KATP (Wiener y cols., 1991). La VPH es,
posiblemente, el mecanismo de control activo más poderoso de la circulación pulmonar pero,
desgraciadamente, el mecanismo responsable de la misma no es del todo conocido. En este
sentido, se ha descrito que la VPH puede ser consecuencia de: a) el cierre de distintos tipos
de canales de K~, que despolariza la membrana plasmática, facilita la apertura de canales de
Ca» tipo VOC, aumenta la [CaJ~y produce vasoconstricción pulmonar (Archer y cols., 1993;
Barman, 1998; Cornfield y cols., 1994; López-López y cols., 1989; Post y cols., 1992); b)
la sensibilización de las proteínas contráctiles al Ca» (Robertson y cols., 1995); c) la
inhibición de la síntesis endotelial de NO y PCI2 (Archer y cols., 1989; Liu y cols., 1991b;
Villamor y cols., 1997b; Wadsworth, 1994), asociada o no a una mayor síntesis de ETs y
leucotrienos (LTs) C4 (LTC4) y D4 (LTD4) (Kourembanas y cols, 1990) y d) un acúmuto de
células inflamatorias, que favorecen la vasconstricción y los cambios fibroproliferativos
pulmonares (Morin y Stenmark, 1995).
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I.V.2. Regulación del tono vascular pulmonar por el SNA
En 1896 Fran9ois-Franck observó cómo la estimulación simpática pulmonar producía un
aumento de la presión arterial pulmonar y de la frecuencia cardíaca, si bien, estos efectos
podrían atribuirse a cambios en el volumen minuto cardíaco o en la presión de las vías
respiratorias, que también aparecen durante la estimulación simpática. Posteriormente, se
demostró que, en condiciones de flujo sanguíneo constante, la estimulación simpática
aumentaba las RVP (Daly y Hebb 1952, Daly y cols., 1970) y la impedancia pulmonar (Pace,
1971). Estos efectos están mediados por los receptores a1-adrenérgicos postsinápticos (Hyman,
1986; Kadowitz y Hyman, 1973); la estimulación de los receptores p-adrenérgicos
postsinápticos, por su parte, produce vasodilatación pulmonar y su bloqueo aumenta la
respuesta vasoconstrictora inducida por la estimulación simpática (Hyman, 1986). También
existen receptores «2~ y p2-adrenérgicos presinápticos que, respectivamente, disminuyen o
aumentan la liberación de NA desde los terminales simpáticos. En niños con I-IPPN, disminuye
la densidad de receptores 13-adrenérgicos y se produce un desacoplamiento del receptor I~-
adrenérgico, que conduce a una menor producción de AMPc y a una menor respuesta
vasodilatadora (Banes y Liu, 1995). En condiciones fisiológicas, la estimulación adrenérgica
controla, en parte, el tono vascular pulmonar basal. Así, se ha descrito que la simpatectomía
torácica (Kabins y cols., 1962) o el tratamiento con antagonistas o~-adrenérgicos (Barer, 1966)
disminuyen las RVP, mientras que el bloqueo p2-adrenérgico las aumenta (Murray y cok.,
1986) y que tras el autotrasplante pulmonar hay una mayor respuesta a los agonistas a-
adrenérgicos (Barnes y Liu, 1995).
La inervación colinérgica pulmonar es mucho más pobre que la adrenérgica, y no parece
intervenir en el mantenimiento del tono vascular pulmonar (Murray y cols., 1986).
Dependiendo de la especie animal, la estimulación vagal puede producir vasodilatación
(Rudolph, 1979) o vasoconstricción pulmonar (Daly y I-Iebb, 1952), ya que el nervio vago en
algunas especies, como el perro, presenta fibras nerviosas adrenérgicas. En el cerdo, las
arterias intrapulmonares no parecen presentar terminales teñidos por la colino acetiltransferasa,
pero sí las venas (Fillenz, 1970). Se ha descrito que la ACh, en el territorio pulmonar, puede
producir efectos vasodilatadores (Fritts y cols., 1958; Cherry y (illis, 1987) mediados a través
de la liberación de NO por las células endoteliales (McMahon y cols., 1991) y
vasoconstrictores (Catravas y cols., 1984; Sada y cols., 1987), dependiendo del tono vascular
pre-existente. Este efecto está mediado a través de la estimulación de receptores muscarinicos
o M4 del endotelio de los vasos pulmonares, dependiendo de la especie animal (Barnes y
Liu, 1995); los receptores M, y M2 se localizan, respectivamente, en los terminales nerviosos
simpáticos y parasimpáticos, modulando la liberación de NA y ACh. En arterias pulmonares
humanas, la ACh produce un claro efecto vasodilatador, tanto en situaciones fisiológicas como
en presencia de vasoconstricción pulmonar hipóxica (Fritts y cols., 1958).
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I.V.3. Regulación del tono vascular puhuonar por mediadores vasoactivos
Existen numerosos mediadores y hormonas que intervienen en la regulación del tono vascular
pulmonar y cuyos efectos pueden variar dependiendo de la especie, la edad o el tono pre-
existente (Tabla 1).
Tabla 1. Principales factores vasoactivos implicados en la regulación del tono vascular
pulmonar. Clasificación según su acción vasodilatadora, vasoconstrictora o dual.




AMP, CGRP, P012, PCE1,
ANP y VIP
AA, adenosina, ADP,
ATP, AVP, BK, ETs,
sustancia P y trombina
A-II (angiotensina [1),AA (ácido araquidónico), ADP (adenosina difosfato), AMP (adenosina
monofosfato), ANP (péptido natriurético atrial). ATP (adenosina trifosfato>, AVP (arginina
vasopresina), 8K (bradicinina), CGRP (péptido relacionado con el gen de la calcitonina), ETs
(endotelinas), PAF (factor activador plaquetario), PGD2, PCE2, PGF2a y PCI2
(prostaglandinas D2, E2, F2a y prostaciclina), TXA2 (tromboxano A2), VIP (péptido intestinal
vasoactivo) y 5-1-IT (serotonina). * Vasodilatador en fetos de cordero.
A pesar de que todos estos mediadores juegan un papel importante en la regulación del tono
vascular pulmonar, su papel fisiopatológico en la génesis de la hipertensión pulmonar es
bastante incierto (Barnes y Liu, 1995). En cuaLquier caso, la regulación de la circulación
pulmonar fetal y neonatal está determinada por el balance entre agentes vasoconstrictores y
vasodilatadores (l-Ieymann, 1989; Kinsella y Abman, 1995). Entre los agentes vasoactivos que
intervienen en la transición de la circulación pulmonar fetal a la del adulto destacan los
cicosanoides, las ETs y el NO.
1.V.3. 1 Elcosanoides
Los eicosanoides son un grupo de potentes sustancias vasoactivas, cuyo origen común es el
AA. El AA se libera a partir de los fosfolípidos de la membrana gracias, a la acción de la
fosfolipasa A, y se degrada a través de 3 vías metabólicas: a) la de la ciclooxigenasa, que da
lugar a prostaglandinas (PCE1, PCE2, PGF2~, PGD2, PGH2 y PCI2 o prostaciclina) y
tromboxanos A2 (TXA2) y B2 (TXB2), b) la de la lipooxigenasa, que da lugar a los LTs y c)




Papel de los cicosanoides en la transición de la circulación pulmonar fetal a la del adulto
Los eicosanoides juegan un importante papel en la regulación del tono vascular pulmonar
perinatal. El propio AA produce vasoconstricción cuando el tono pulmonar es bajo, pero se
comporta como vasodilatador cuando el tono se eleva por la hipoxia (Gerber y cols., 1980).
Las PCEJ y PGE2 se comportan como vasodilatadores modestos de la vasculatura pulmonar
fetal, mientras que la PG12 presenta una acción vasodilatadora mucho más potente y sus niveles
plasmáticos aumentan en la circulación pulmonar durante el nacimiento (Leffler y cols.,
1984a), siendo, por ello, la que mayor relevancia presenta en la transición de la circulación
fetal a la del adulto (Hyman y Kadowitz, 1979). La PGI2 estimula la síntesis de AMPc y de
NO en la CMLV, que a su vez incrementa los niveles de GMPc. El aumento de estos
nucleótidos cíclicos y de NO no sólo contribuye a las acciones vasodilatadoras pulmonares de
la PGI,, sino también a sus acciones antiproliferativas y antiagregantes plaquetarias (Morin y
Stenmark, 1995). El papel de la PGI2 en la adaptación pulmonar al medio extrauterino se ha
asociado al componente mecánico (estiramiento> de la ventilación; así, se ha descrito que la
ventilación pulmonar fetal, incluso sin modificar la pO2, aumenta la producción pulmonar de
PCI2 (Gryglewski, 1980) y de su metabolito el 6-ceto-PGFia (Leffler y cols., 1984a). La
indometacina o el ácido meclofenámico, que inhiben la síntesis de PCI2, facilitan el cierre del
ductus arteriosus y disminuyen el aumento del flujo sanguíneo pulmonar y la reducción de la
RVP que provoca la expansión mecánica pulmonar, pero no modifican los cambios inducidos
por la oxigenación en el momento del nacimiento. Además, se han descrito cuadros de HPPN
en recién nacidos de madres tratadas con AINEs durante el embarazo (Manchester y cols.,
1976). La bradicinina y la A-II, cuya concentración aumenta tras el nacimiento, también
estimulan la producción de PGI2 (Omini y cols., 1983; Leffler y cols., 1984a>. La PGD2 se
comporta como vasodilatador pulmonar en fetos de cerdo y en corderos recién nacidos, pero
a los diez días de edad actúa como vasoconstrictor (Soifer y cols., 1983; Perreault y cols.,
1990). Curiosamente, este doble efecto se ha observado también con la histamina. Ambos,
PGD2 e histamina, se hayan presentes en los mastocitos, cuyo número aumenta al final del
nacimiento y disminuye marcadamente tras el mismo. Por lo tanto, sería posible que la
ventilación pulmonar indujera la degranulación de mastocitos, liberándose PGD2 e histamina,
que contribuirían a la vasodilatación pulmonar postnatal inicial. Además, la histamina estimula
la secreción del PAF, que es también un potente vasodilatador pulmonar, particularmente
cuando el tono vascular está elevado (Chen y cols., 1992; Heymann, 1989).
El TXA,, la PCE2, y los LTs son potentes agentes vasoconstrictores a nivel pulmonar (Banes
y Liu, 1995). Los LTs, parecen participar en el mantenimiento de las RVP elevadas durante
el período fetal, ya que se ha descrito que el tratamiento con antagonistas de los receptores de
los LTs (Coceani y Olley, 1988) o con inhibidores de la síntesis del LTA4 (Heymann y cols.,
1988) produce un incremento del flujo vascular pulmonar en el período postnatal. El efecto
vasoconstrictor de los LTs y del AA parece estar mediado, en parte, a través de la producción
del TXA, (Soifer y cols., 1989; Buzzard y cols., 1993).
Sin embargo, la importancia de los eicosanoides en la transición de la circulación pulmonar
fetal a la del adulto ha sido cuestionada, ya que sólo unas horas después del nacimiento
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disminuye la producción de PGI2 (Leffler y cols., 1984b) y desaparece al cabo de unos días
(Morin, 1986). Además, el aumento de las RVP inducido por los inhibidores de la
ciclooxigenasa disminuye rápidamente tras el nacimiento (Redding y cols., 1984>. Por todo
ello, parece que el papel de los eicosanoides podría limitarse exclusivamente al comienzo de
dicha transición.
Papel de los cicosanoides en la HPPN
En lactantes con HPPN se han encontrado niveles elevados de LTs C4 y D4 y de TXs (Dobyns
y cols., 1994), los cuales incrementan la presión arterial y las RVP en animales recién nacidos
(Soifer y cols., 1989); sin embargo, en estas circunstancias, disminuye la eliminación urinaria
de PGI, (Gaine y Rubin, 1998). Los aumentos de los niveles de TXA2 y de LTs han sido
implicados en la fase aguda de la hipertensión pulmonar inducida por la sepsis o el factor
necrótico tumoral (TNFa) (Kuratomi y cols., 1993; Wheeler y cols., 1992); de hecho, la
inhibición de la síntesis de TXA2 suprime la hipertensión inducida por la sepsis (Runkle y
cols., 1984; Truog y cols., 1986; Weitzberg y cols., 1995) y la administración de U46619
reproduce los efectos hemodinámicos observados en esta fase (Brigham y Meyrick, 1986). El
TXA, ha sido implicado también en otros modelos de hipertensión pulmonar, como la inducida
por heparina/protamina (Montalescot y cols., 1990), isquemia-reperfusión (Zamora y cols.,
1993), LTD4 (Noonan y Malik, 1986) y microembolismo (García-Szabo y cols., 1988). En
pacientes con hipertensión pulmonar secundaria a cardiopatía isquémica congénita también
aumentan los niveles plasmáticos de TXA2 y disminuyen los de PGI2 (Barnes y Liu 1995).
I.V.3.2 Endotelinas (ETs)
Las ETs son una familia de tres isopéptidos (ET-1, ET-2 y ET-3) de 21 aminoácidos,
codificados por tres genes distintos (Inoue y cols., 1989). El gen que codifica la ET-1 se
localiza en el cromosoma 7 y predomina a nivel de endotelio, músculo liso vascular, corazón,
pulmón, riñón y páncreas. El gen que codifica la ET-2 predomina en el endotelio y en la
musculatura lisa intestinal, corazón, estómago, placenta y útero. La expresión de la ET-3
predomina a nivel central, pulmonar, digestivo y renal, pero no tiene lugar a nivel endotelial
(Haynes y Webb, 1993). El producto inicial del gen de ET-1 humano es el péptido preproET-1
(212 aminoácidos), que se convierte primero en proET-1 (183 aminoácidos) y, posteriormente,
en un péptido de 38 residuos, la “big” ET-1 (Yanagisawa y cols., 1988). Esta, a su vez, se
convierte en ET-1 por la acción de las enzimas convertidoras de la endotelina (ECE) (Xu y
cols., 1994; Oppenorth y cols., 1992). La síntesis y liberación de ET-1 es estimulada por A-II,
NA, trombina, TGF~, PDGF, ésteres de forbol, interleucina 1-~3, vasopresina, hipoxia,
endotoxemia, glucosa y fuerzas de cizallamiento vascular (Levin, 1995; Webb, 1997; Ferro
yWebb, 1996).
Los efectos de las ETs están mediados a través de receptores denominados ETA (ET-1 = ET-2
>> ET-3), ETB (ET-1 = ET-2 = ET-3) y quizás ET~ (ET-3 > ET-1 = ET-2), que
presentan una homología del 66% (Levin, 1995; Miller y cols., 1993; Rubanyi y Polokioff,
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1994; Sakurai y cols., 1990>. En general, las CMLV pulmonares presentan sólo receptores
tipo ETA, mientras que las células endoteliales sólo receptores ETE (Hosoda y cols., 1991;
Ogawa y cols., 1991); sin embargo en algunas CMLV, como las pulmonares de conejo,
parecen coexistir ambos tipos de receptores (LaI)ouceur y cols., 1993).
Dependiendo del tono vascular previo, las ETs pueden producir vasoconstricción o
vasodilatación pulmonar. En condiciones basales, los tres isopéptidos producen
vasoconstricción pulmonar, siendo la ET-1 el más potente (Levin, 1995; Webb, 1997, Ferro
y Webb, 1996). También aumenta el tono simpático central y periférico y estimula la
liberación de ANP, renina, A-II, aldosterona y adrenalina (Kawaguchi y cols., 1990>. Por otro
lado, la ET-l potencia los efectos de otros vasoconstrictores, como NA, 5-HT, vasopresina
y A-II (Yang y cols., 1990). Cuando el tono vascular está elevado, algo que sucede durante
la vida fetal (Perreault y De Marte, 1991; Wong y cols., 1994> o tras el uso de agentes
vasoconstrictrores, las ETs producen vasodilatación pulmonar (Crawley cols., 1992;
I-lasunumaycols., 1990; Lipptonycols., 1991; Toga ycols., 1991; Wongycols., 1993>. La
respuesta vasoconstrictora de las ETs es mediada por los receptores ETA, y la relajación por
los ET8 (Hay y cols., 1993; Sudjarwo y cols., 1993); sin embargo, se ha descrito que parte
de la vasoconstricción inducida por las ETs a nivel pulmonar pudiera estar mediada por un
subtipo del receptor ETB (Perreault y Baribeau, 1995; Sumner y cols., 1992>. La ET-l también
estirnula la síntesis de ADN y la proliferación de fibroblastos y de CMLV pulmonares
(Janakidevi y cols., 1992; Peaceck y cols., 1992); este efecto mitogénico está mediado a través
de la estimulación de receptores ETA, ya que se bloquea por BQ-123 (Zamora y cols., 1993>.
Ambos receptores, ETA y ET8, están acoplados a proteínas G (Levin, 1995; Rubanyi y
Polokoff, 1994). La vía de señalización de la respuesta constrictora de las ETs implica la
activación de la fosfolipasa C y la hidrólisis del PIP2 en IP3 y diacilglicerol (DAG) (Fig 3). El
IP3 aumenta la [Ca
2~J~,tanto por facilitar su liberación desde los depósitos intracelulares como
por aumentar su entrada a través de la membrana celular. El DAG activa la PKC, lo que
aumenta la sensibilidad de las proteínas contráctiles por el Ca» (Karaki y Matsuda, 1996;
Levin, 1995; Sudjarwo y cols., 1995). La ET-1 también bloquea los canales KA.I.P (Miyoshi
y cols., 1992>, por lo que despolariza la membrana y facilita la apertura de los canales de Ca»
activados por voltaje y aumenta la [Ca2~]~,produciendo vasoconstricción. La ET-1, además,
activa la fosfolipasa A
2, aumentando la síntesis de productos de degradación del AA, que
pueden contribuir a sus efectos vasoconstrictores (Toga y cols., 1991>.
Por otro lado, la ET-1 reduce la presión arterial pulmonar en corderos recién nacidos con
hipertensión pulmonar inducida por el U46619; este efecto vasodilatador de la ET-1 parece
estar mediado a través de la liberación del NO endotelial, la activación de los canales de
potasio y la estimulación de Ja ATPasa Na~/K~ (Crawley y cols., 1992; Hasunuma y cols.,
1990; Lippton y cols., 1991; Perreault y De Marte, 1991; Wong y cols., 1993>.
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Papel de las ETs en la transición de la circulación fetal a la del adulto
La ET- 1 contribuye al mantenimiento del alto tono vascular pulmonar fetal, probablemente a
través de la activación de los receptores ETA (Ivy y cols., 1994) y al descenso de las RVP que
la estimulación de los receptores ETB produce tras el nacimiento (Wong y cols., 1994). De
hecho, la densidad de receptores de ET- 1 es extremadamente abundante en vasos pulmonares
de lechones recién nacidos (Perreault y Baribeau, 1995) y se ha descrito que a los 2-3 días del
nacimiento aumenta la fijación de la ET-1 al receptor ETB (Hislop y cols., 1995>. La ET-1 es,
además, un potente vasoconstrictor del ductus arteriosus (Coceani y cols., 1992> y podría
intervenir en su cierre tras el nacimiento. Por otra parte, se ha descrito que la actividad de la
ECE disminuye con la edad postnatal (Liben y cols., 1993>, lo que reduciría la síntesis de la
ET- 1 y podría explicar, en parte, la reducción de las RVP tras el nacimiento.
Papel de las ETs en la HIPPN
La ET- 1 ha sido implicada en el elevado tono vascular pulmonar propio del feto (Wang y
Coceaní y cols., 1992; Ny y cok., 1994> y en el desarrollo de la vasoconstricción pulmonar
inducida por hipoxia en el recién nacido (Wang y cols., ¶995; Ivy y cols., 1996). De hecho,
Los niveles de ET- 1 inmunorreactiva están elevados en recién nacidos con HPPN (Christou
y cols.. 1997; Kumar y cols., 1996; Rosenberg y cols., 1993), así como en pacientes con
hipertensión pulmonar primaria (Giaid y cols., 1993>, con síndrome de distress respiratorio
(Drumí y cols., 1993> y durante y tras la cirugía pulmonar (Onizuka y cols., 1991). Este
aumento de los niveles de ET-1 se ha observado también en diversos modelos experimentales
de hipertensión pulmonar, incluyendo la inducida por sepsis, hipoxia o monocrotalina
(Miyauchi y cols., 1993; Weitzberg y cols., 1996> y en la progresión de la hipertensión
pulmonar causada por la insuficiencia cardiaca congestiva (Sakai y cols., 1996). La
estimulación de la proliferación de fibroblastos y CMLV inducida por la ET-1 (Janakidevi y
cols., 1992), podría, además, participar en el remodelado vascular pulmonar en estos modelos
experimentales. De hecho, los antagonistas de receptores de ET-1 han demostrado ser efectivos
en el tratamiento de la hipertensión pulmonar primaria y de la inducida por monocrotalina o
asociada a insuficiencia cardíaca (Miyauchi y cols.. 1993; Sakai y cols., 1996).
I.V.3.3 Oxido nítrico (NO)
En 1980, Furchgott y Zawadzki, demostraron que el endotelio producía un factor que era
responsable de la relajación del músculo liso vascular en respuesta a la ACh. Posteriormente,
Palmer y cols. (1987) e Ignarro y cols. (1987a> lo identificaron con el óxido nítrico (NO>.
El NO es uno de los principales mediadores endógenos y presenta propiedades vasodilatadoras,
antiagregantes y antiproliferativas. Se sintetiza a partir de la L-arginina por la NO sintasa
(NOS), de la que se conocen 3 isoformas: NOSe, que es constitutiva de las células
endoteliales; NOSI, que es inducible y se presenta en macrófagos y células musculares lisas;
y NOSn, isoforma neural constitutiva, presente en el tejido nervioso y en la médula renal. El
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NO se libera de las células endoteliales en respuesta a fuerzas físicas (cizallamiento, presión)
y humorales (ACIi, bradicinina, catecolaminas, A-II, ET-1, vasopresina, trombina, ATP y
AA, entre otros) y difunde libremente hacia las CMLV, donde estimula a la guanilato ciclasa
soluble y aumenta los niveles intracelulares de GMPc, produciendo vasodilatación (Barnes y
Liu, 1995; Rubanyi y cols., 1986). Este nucleótido cíclico es el principal mediador de la
respuesta vasodilatadora del NO, aunque el NO puede producir vasodilatación a través de otros
mecanismos independientes del GMPc (Plane y cols., 1998). Así, el NO produce
hiperpolarización de las CMLV a través de la activación de diversos canales de potasio:
activados por Ca» o Kc. (Archer y cols., 1994; Bolotina y cols., 1994; Geoge y Shibata,
1995; Robertson y cols., 1993; Zhao y cols., 1997), que presentan recificación tardía o K~
(Yuan y cols., 1996; Zhao y cols., 1997> y KATP (Garland y McPherson, 1992; Murphy y
Brayden, 1995). Los fármacos dadores de NO, como el nitroprusiato sódico (NPS) y la
nitroglicerina, producen también activación de los canales Kca (Bychkov y cols., 1998; Khan
y cols., 1998). Aparte de la activación de los canales de potasio, se han descrito numerosos
mecanismos por los que el GMPc produce vasodilatación pulmonar: activación de la SERCA
(Cohen y cols., 1999; Khan y cols., 1998; Rashatwar y cols., 1987) y de la PMCA (Barnes
y Lio, [995>, activación de la ATPasa Na~¡K~ (Tamaoki y cols., 1997; Rapoport y cols.,
1985), cierre de canales de Ca» tipo L (Ruiz-Velasco y cols., 1998> e inhibición de la
liberación de Ca» desde el RS inducida por IP3 (Hirata y cols., 1990; Ji y cols., 1998).
Además de todos estos mecanismos que reducen la [Ca
2’]
1,la disminución de la sensibilidad
de las proteínas contráctiles por el Ca» también parece estar involucrada en relajación que
sigue a la activación de la vía del GMPc (Karaki y cols., 1997; Kitazawa y cols., 1996;
McDaniel y cols., 1992).
La importancia del NO en la regulación del tono vascular pulmonar es evidente teniendo en
cuenta que numerosos mediadores vasoactivos producen vasodilatación pulmonar a través de
su liberación. Tal es el caso de la ACh (McMahon y cols., 1991>, la bradicinina (Ignarro y
cols., 1987b>, la NA (Liu y cols., 1991a), la histamina (Ortiz y cols., 1992>, el ATP (Liu y
cols., 1992a> y la ET-1 y ET-3 (Crawley y cols., 1992>.
Papel del NO en la transición de la cirenlación fetal a la del adulto
La actividad del NO endotelial pulmonar es ya patente durante la vida fetal en el cordero
(Abman y cols., 1990; Shaul y cols., 1993; Davidson y Heldemerdash, 1990), pero no en el
cerdo (Liu y cols., 1992b). Sin embargo, en ambas especies, la producción de NO y la
vasodilatación endotelio-dependiente sufren un espectacular aumento tras el nacimiento y a
medida que avanza la edad (Abman y coN., 1991; Zellers y Vanhoutte, 1991; Liu y cols.,
1992b; Shaul y cols., 1993). La administración de L-NAME (N6 nitro-L-arginina metil éster),un inhibidor de la síntesis de NO, produce un marcado aumento del tono arterial pulmonar
fetal (Abman y cols., 1990); si a continuación se practica una cesarea y se extráen los fetos,
se observa como al suprimir la circulación placentaria aparece una elevación persistente de la
presión arterial pulmonar, lo que confirma el papel del NO en la transición de la circulación
pulmonar fetal a la del adulto (Fineman y cols., 1995>. De hecho, se ha descrito que los
principales procesos implicados en la vasodilatación pulmonar postnatal como el aumento de
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la P0=’el incremento del flujo sanguíneo y el estiramiento mecánico pulmonar estimulan la
liberación de NO endotelial (Tiktinski y Morin, 1993; Cornfield y cols., 1992; Shaul y cols.,
1992>. Los posibles mecanismos implicados en el aumento de la actividad del NO endotelial
tras el nacimiento incluyen: a> un aumento en la actividad de la NOSe debido a un incremento
en su expresión o a una mayor disponibilidad de su sustrato (L-arginina) o cofactores, (Abman
y cols., 1991; Shaul, 1993>. b) Una mayor sensibilidad de las CMLV al NO (Zellers y
Vanhoutte, 1991>. c> Al aumentar la P02 se liberan bradicinina y ATP, que a su vez
incrementan la síntesis y liberción del NO de las células endoteliales pulmonares (Banerjee y
cols., 1994; Konduri y Woodard, 1991). d> Una disminución del aclaramiento pulmonar del
NO por la hemoglobina, ya que cuando ésta se satura de 02 presenta menor afinidad por el NO
que en su forma deoxigenada (Iwamoto y Morin, 1993). e> Un aumento en la actividad de la
superóxido dismutasa, lo que disminuye la formación del radical superóxido y su acción
inhibidora sobre el NO (Morecroft y McLean, 1998).
Papel del NO en la IIPPN
En diversos modelos experimentales, el bloqueo de la síntesis de NO endotelial genera un
cuadro similar al que se observa en la HPPN (Abman y cols., 1989; Fineman y cols., 1995;
Morin y Stenmark, 1995>. Además, en diversos tipos de hipertensión pulmonar se ha
observado una reducción en la respuesta vasodilatadora inducida por la activación de la vía del
NO/GMPc y en los niveles plasmáticos de nitritos (Stamler y cols., 1994>, lo que conlíeva un
aumento de las respuestas inducidas por los mediadores vasoconstrictores (Dinh-Xuan y cols.,
1991; Giaid y Saleh, 1995). La menor respuesta vasodilatadora de la vía NO/GMPc se ha
atribuido a una reducción en la expresión de la NOSe (Rengasamy y Johns, 1991; Villamor
y cois., 1997a), a una disminución de la guanilato ciclasa soluble (Steinhorn y cols., 1995) y
a un aumento de la actividad de la fosfodiesterasa tipo V (Hanson y cols., 1996).
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l.VI. PAPEL DE LOS CANALES KAn EN LA RELAJACIÓN DEL MÚSCULO LISO
VASCULAR
I.VI.1. Canales de potasio: papel sobre el potencial de membrana, estructura y tipos
El tono del músculo liso vascular es regulado, en gran medida, por cambios en el potencial de
membrana (ver apartado 1.11.2>, de tal forma que, variaciones del mismo de tan sólo unos
milivoltios modifican muy significativamente el diámetro vascular (Nelson y cols., 1990;
Brayden y Nelson, 1992>. La actividad de los canales de K~ modula el potencial de membrana
y desempeña un papel decisivo en el control <leí tono vascular y en la regulación de las
resistencias vasculares periféricas y de la presión arterial (Rush y Stekiel, 1991; Siegel y cols.,
1992). La apertura de los canales de K~ aumenta el flujo de salida de K~ hacia el medio
extracelular, a favor de su gradiente electroquímico, lo que produce hiperpolarización de la
membrana celular (Cook, 1988>, cierre de los canales de Ca» tipo L y vasodilatación; por el
contrario, su cierre produce despolarización, apertura de los canales de Ca» tipo L y
vasoconstricción.
Atendiendo a su estructura, los canales de K~ pueden clasificarse en dos grandes familias: los
dependientes de cambios de voltaje y los que presentan rectificación interna. Dentro de la
familia de los canales dependientes de voltaje se encuentran los que presentan rápida activación
e inactivación (KA>, los que presentan rectificación tardía (Kv> y los dependientes de Ca»
(K(.), que a su vez se subdividen según presenten una conductancia alta (BKcJ, media (IK~)
o baja (SKJ. La segunda familia engloba los rectificadores internos propiamente dichos, K~,
y los dependientes de ATP (KAi?>. La estructura básica de ambas familias está constituida por
4 subunidades a y 4 1~. Los canales dependientes de cambios de voltaje poseen 6 dominios
transmeinbrana en cada subunidad a (SI-S6> (Quast y cols., 1995>, mientras que los canales
que presentan rectificación interna poseen 2 dominios (Ml y M2>; en todos ellos está muy
conservada la región H5, que constituye el poro del canal.
Los canales KATB presentan un especial interés a nivel del músculo liso vascular, tanto desde
el punto de vista fisiopatológico como terapéutico. En primer lugar, los canales KATP paricipan
en la regulación del flujo sanguíneo producido en respuesta a cambios del metabolismo celular
(Standen y cols., 1989; Edwards y Weston, 1993, 1995> y, por ello, son importantes en la
regulación del aporte tisular de 02. Además, los canales KATP pueden jugar un papel importante
en el mantenimiento del tono del músculo liso arterial (Edwards y Weston, 1993, 1995;
Quayle y cols.,1997), particularmente en el territorio pulmonar (Clapp y Gurney, 1992>. Por
último, la activación de estos canales es responsable del potente efecto vasodilatador de un
grupo de fármacos denominados agonistas de canales de potasio (ACP) que actualmente se




La existencia de los canales KAl.P fue descrita, en primer lugar, en músculo cardiaco (Noma,
1983>, y posteriormente, en páncreas (Ashcroft y cols., 1984; Cook y Hales, 1984>, músculo
esquelético (Spruce y cols., 1985>, cerebro (Ashford y cols., 1988> y músculo liso (Standen
y cols., 1989; Clapp y Gurney, 1992; Silberberg y van Breemen, 1992; Dart y Standen,
1993). Estos canales se inhiben por concentraciones intracelulares fisiológicas de ATP ([ATP]~
en el orden pM) y se activan en condiciones de inhibición metabólica (hipoxia o isquemia) que
implican una marcada disminución de la [ATP]1y un aumento de los nucleótidos difosfato
(Beech y cols., 1993; Edwards y Weston, 1995>. De hecho, el cociente [ATP]11 [nucleótidos
difosfato¡ parece ser el principal determinante de la activación de la corriente de salida de K~
a través de este canal (‘KATP) (Quast y cols., 1995).
Estructuralmente, estos canales son heteromultímeros de subunidades del receptor de las
sulfonilureas (SUR> (Inagaki y cols., 1995> y de una proteína perteneciente a la superfamilia
de los canales KIR (KIR
6.x) (Ashford y cols., 1994), asociados con una esteiquiometria 1:1,
para formar un tetrámero, (SUR/K
1R6.x>4 (Aguilar-Bryan y cols., 1998>. Las subunidades
K1R6.x (K¡k
6.l o KIR6.2> forman el poro del canal, mientras que las subunidades SUR (1, 2A
028> regulan su actividad (Aguilar-Bryan y cols., 1998>. Los canales KATP del músculo liso
vascular están formados por subunidades del tipo SUR2B y KIR6. 1/6.2.
Los agentes vasodilatadores, a través del incremento de los niveles de nucícótidos cíclicos
(AMPc y GMPc> y los vasoconstrictores, a través de la activación de la PKC, pueden regular
la actividad de los canales KATP (Bonev y Nelson, 1996>. Así, diversos mediadores endógenos
como CORP (Kitazono y cols., 1993; Zhang y cols., 1994), PGI
2 (Gollasch y cols., 1991;
Jackson, 1993> y adenosina (Marshall y cols., 1993; Loutzenhiser y Parker, 1994> activan los
canales KATP a través de la activación de la PKA y PKG. También se ha descrito que la
activación de los canales KATP puede estar involucrada en el efecto vasodilatador de los
agonistas 13-adrenérgicos (Narishige y cols., 1994; Randalí y McCulloch, 1995>, VIP (Standen
y cols., 1989; Nelson y cols., 1990), EDHF (Brayden, 1990; Plane y Garland, 1993>, NO
(Garland y McPherson, 1992; Murphy y Brayden, 1995>, acidosis (Faraci y Heistad, 1993)
e hipoxia, tanto a nivel cardíaco (Nakhostine y Lamontagne, 1993>, cerebral (Taguchi y cols.,
1994) y pulmonar (Wiener y cols., 1991). Entre los agentes vasoconstrictores que inhiben los
canales ~ se incluyen: NA (Bonev y Nelson, 1996), histamina (Bonev y Nelson, 1996), 5-
HT (Kleppisch y Nelson, 1995; Bonev y Nelson, 1996), ET-1 (Miyoshi y cols., 1992),
neuropéptido Y (Bonev y Nelson, 1996), vasopresina (Wakatsuki y cols., 1992) y A-li
(Miyoshi y Nakaya, 1991>.
1.VI.3. Agonistas e inhibidores de canales de KAW
Los agol1istas de los canales KATP (ACP) son un grupo de fármacos de estructura heterogénea
(Edwards y Weston, 1990, 1993; Quayle y cols., 1997), entre los que se encuentran:
nicorandil, cromakalim, pinacidil, diazóxido, levcromakalim, minoxidil, apricalim, bimakalim
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y celikalim. Aunque algunos estudios han implicado la activación de los canales Kca en el
efecto vasodilatador de los ACP (Gelband y cols., 1989; Okabe y cols., 1990; Kajioka y cols.,
1991); sin embargo, la inhibición de estos canales por bloqueantes selectivos no parece afectar
ni la hiperpolarización (Nelson y cols., 1990> ni a la vasodilatación (Meisheri y cols., 1993;
Standen y cols., 1989> inducida por estos fármacos. Por tanto, la activación de los canales Kca
jugaría un papel poco importante en la vasodilatación inducida por los ACP.
El mecanismo por el cual los ACP activan los canales KATP es todavía materia de debate (Quast
y cols., 1995). Mientras que en muchos estudios, los ACP disminuyen la sensibilidad de los
canales KATP por el ATP (Takano y Noma, 1990; Thuringer y Escande, 1989), en otros, la
presencia de nucleótidos difosfato y Mg» aumenta la actividad de estos agentes (Shen y col.,
1991); la fosforilación y la sulfatación de las proteínas del canal también han sido implicadas
en el mecanismo de acción de los ACP (Quayle y cols., 1997).
Los ACP presentan una alta afinidad por el territorio vascular; de hecho, en estudios iii vivo
producen una reducción brusca de la presión sanguínea que va acompañada de taquicardia
refleja y retención hidrosalina (Quast, 1992>. Su efecto vasodilatador parece ser debido,
principalmente, al cierre de los canales de Ca» tipo L inducido por la hiperpolarización de la
CMLV, por lo que podrían comportarse indirectamente como bloqueantes de los canales de
Ca» (Quast y Cook, 1989). Sin embargo, la hiperpolarización de la membrana que resulta de
la acción de los ACP también puede relajar la CMLV por otros mecanismos (Fig 4) como:
1. La inhibición de la liberación de Ca» desde sus depósitos intracelulares por interferir
en la síntesis del IP3 (Ito y cols., 1991; Yamagishi y cols., 1992>.
2. El incremento de la salida de Ca» a través de la estimulación del intercambiador
Na~/Ca
2~ (Quast, 1993>.
3. La reducción de la sensibilidad de las proteínas contráctiles por el Ca» (Okada y cols.,
1993; Quast, 1993>.
4. El aumento de la fijación de Ca» a la superficie interna de la membrana plasmática
(Quast, 1993).
Además, los ACP pueden disminuir el rellenado de Ca» de los depósitos intracelulares por
mecanismos independientes de su efecto hiperpolarizante (Quast, 1993) (Fig 4>.
Los canales KATP son bloqueados de forma específica por diversas sulfonilureas, como la
glibenclamida y la tolbutamida (Edwards y Weston, 1990, 1993; Quayle y cols., 1997>.
Además de las sulfonilureas, existen otros agentes capaces de bloquear los canales KÁTP de
forma menos selectiva, tales como: 4-aminopiridina (4-AP) (a concentraciones mM) (Kakei
y cols., 1985; Haworth y cols., 1989>, tetraetilamonio (TEA> intracelular (Kakei y cols.,
1985), Ba2~ extracelular (50-100 MM> (Kakei y Noma 1984), ciclazindol (Noack y cols.,
1992>, antagonistas de la calmodulina (Sakuta y cols., 1992b) y agentes antiarrítmicos




De hecho los canales de K~ están presentes a lo largo del arbol vascular pulmonar incluyendo
las arterias de resistencia (Boels., y cols., 1994; Albarwani y cols., 1995), se desarrollan
tempranamente en la gestación (Chang y cols., 1992; Cornfield y cols., 1996> y se activan por
oxigeno (Cornfield y cols., 1996> y fuerzas de cizallamiento (Cooke y cols., 1991>. Evans y
cols. (1998) han demostrado que las CMLV de arterias pulmonares de cerdo están
despolarizadas en el momento del nacimiento pero se hiperpolarizan hasta alcanzar los niveles
del adulto al cabo de unos 3 días. Esta hiperpolarización parece ser consecuencia de la apertura
de canales de K~, fundamentalmente, de los canales K~ y BKca (Evans y cols., ¶998>. La
corriente de salida de K~ través de los canales KÁTP representa un importante componente de
la corriente total de K~ registrada tras el nacimiento (Evans y cols. 1998). De hecho, la
activación de los canales KATP inducida por el levcromakalini produce un marcado efecto
vasodilatador de las arterias pulmonares, de conductancia y de resistencia, de cerdos con
hipertension pulmonar neonatal (Boels y cols., 1997; Pinheiro y Malik, 1992>. La activación
de los canales KATP puede, por tanto, representar un importante mecanismo de vasodilatación
pulmonar en el recién nacido.
I.VI.5. Papel de canales de potasio en la HPPN
La hipoxia crónica es uno de los principales factores que intervienen en el desarrollo de la
HPPN (Fineman y cols., 1995; Morin y Stenmark, 1995). Como se detalla en el apartado
l.V. 1 la hipoxia produce inicialmente una respuesta vasoconstrictora (VPH> que puede ser
debida al bloqueo de los canales de K~. De hecho, la exposición crónica a la hipoxia inhibe
la expresión de la subunidad « de los canales K~ (Wang y cols., 1997> y reduce marcadamente
la corriente a su través (Smirnov y coIs., 1994>. En pacientes con hipertensión pulmonar
primaria también se ha observado una reducción en la expresión de los canales K~ (Yuan y
cols., 1998). Estos resultados confirman la participación de los canales de potasio en la
hipertensión pulmonar causada por hipoxia crónica.
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LVII. PAPEL DE LA ATPASA Na~/K~ EN LA RELAJACIÓN DEL MÚSCULO LISO
VASCULAR
I.VU.1 Características e importancia fisiológica de la ATPasa Na~IKt.
La ATPasa Na~/K~, o bomba de sodio, permite mantener los gradientes electroquímicos de
Na~ y K~ a ambos lados de la membrana celular (Skou, 1957>. Esta enzima bombea 3 iones
Na~ hacia el exterior de la célula y 2 iones K~ hacia el interior, lo que conlíeva una reducción
de cargas positivas a nivel intracelular, por ello, la ATPasa Na~/K~ es electrogénica. La
bomba de sodio se activa cuando aumenta la concentración de Na~ intracelular ([Na’]~) y/o
la concentración de K~ extracelular (fK~j
0 y utiliza la energía del complejo MgATP.
La ATPasa Na~/K~ consta de dos subunidades catalíticas a (<120 KDa>, de la que existen tres
isoformas («1, «~, «3> y dos subunidades I~ (<55 KDa), de la que existen tres isoformas (I3~,
(32, ~ la subunidad « posee al menos 6 (o posiblemente 8> dominios transmembrana
(Horisberger y cols., 1991; Kawakami y cols., 1986>. El canal iónico está situado en la
subunidad a, que también contiene los sitios de unión para el K~ externo, el Na’ interno, los
digitálicos y la hidrólisis del ATP.
La ATPasa Na~/K~ está involucrada en la regulación del volumen y de la concentración
intracelular de otros iones, la contractilidad, el crecimiento y la diferenciación celular. En el
músculo liso vascular, la ATPasa Na~/K~ juega un importante papel en la regulación del tono
(Flemniing, 1980; Hermsmeyer, 1982; O’Donnell y Owen, 1994). La activación de esta
enzima induce una hiperpolarización de la membrana y la consiguiente vasodilatación por
cierre de los canales de Ca» tipo L. Por el contrario, su inactivación aumenta la [Na~11,lo que
produce, por un lado, la despolarización de la membrana y la entrada de Ca
2~ a través de los
canales tipo L y, por otro, la inversión del sentido del intercambiador Na~/Ca2~, facilitándose
la entrada de Ca» al interior celular. Así pues, el aumento de la INa~], que sigue a la
inhibición de la ATPasa Na~/K~, facilitaría la entrada de Ca» a través del intercambiador
Na~/Ca2~, su recaptación por el RS y su posterior liberación al citosol (Bonn y cols., 1994;
Moore y cols., 1993>.
La salida de K~ de un tejido es un índice de su estado metabólico y está implicada en la
regulación local del flujo sanguíneo (Kuschinsky y cols., 1972>. Pequeños aumentos de la
[K~j
0 producen relajación del músculo liso vascular que es atribuida, en gran medida, a la
activación de la ATPasa Na~/K~ (Bukoski y cols., 1983>. Recientemente, Edwards y cols.
(1998) han identificado la salida de K~ del endotelio a través de los canales IK(~ y ~ con
el EDHF; esta salida de K~ activaría la ATPasa Na~/K~ produciendo hiperpolarización y
vasodilatación de la CMLV. Ponte y cols. (1996) y Redondo y cols. (1995 y 1996> habían
descrito previamente que las células endoteliales liberan un factor difusible que estimula la
ATPasa Na~/K~ de la CMLV a través de la activación de la PKC. Todos estos hallazgos
muestran la gran importancia fisiológica de esta enzima en la regulación de la presión y del
flujo sanguíneo. Por otro lado, la incubación en una solución nutricia carente de [Kl, produce
41
Introducción
la inhibición de la ATPasa Na~/K~, despolarización de la membrana y contracción de la
CMLV (Hendrickx y Casteels, 1974>; la reposición de K~ produce una respuesta
vasodilatadora que ha sido considerada como evidencia indirecta de la activación de la ATPasa
Na~/K~ (Hendrickx y Casteels, 1974; Ponte y cols., 1996; Webb y Bohr, 1978).
l.VII.2 Reguiación de la ATPasa Na~/K~
La actividad de la ATPasa se estimula cuando aumenta la ¡Na~11 o disminuye la ¡Kl0. Así,
la entrada de Na~ a través del intercambiador Na
1/H~ puede estimular su actividad. Además,
la actividad ATPasa puede ser regulada por numerosos neurotransmisores, hormonas y factores
locales (Ewart y Klip, 1995). Se ha descrito que la activación de la bomba contribuye, en
parte, al efecto relajante de nitrovasodilatadores y agonistas de receptores (3-adrenérgicos a
través de la activación de la PKG (Rapoport y cols., 1985; Tamaoki y cols., 1997; Webb y
Bohr, 1981>. Sin embargo, la ATPasa también es estimulada por diversos agentes
vasoconstrictores que activan la PKC; este es el caso de la ET-1 (Gupta y cols., 1991>, la A-II
(Rrock y cols., 1982a), los agonistas «-adrenérgicos (Navran y cols., 1988> y la 5-1-IT (Navran
y cols., 1991). Estos agonistas también pueden estimular la ATPasa a través del aumento de
la [Na~j,vía activación del intercambiador Na~/H~. Curiosamente, la PKC también puede no
modificar, o incluso disminuir la actividad de la ATPasa (Bertorello y cols., 1991; Ewart y
Klip, 1995; Feschenko y Sweadner, 1994; Lynch y cols., 1986). Xia y cols (1995> han
descrito que la activación de la PKC estimula directamente la ATPasa Na~/K~, aunque de
forma indirecta, la inhibe, pues estimula la fosfolipasa A
2 y aumenta los niveles de AA y sus
metabolitos, que presentan una acción inhibidora sobre la enzima (Schwartzman y cols., 1985;
Satoh y cols., 1993>. El mecanismo por el que PKG y PKC regulan la actividad de la ATPasa
parece implicar la fosforilación de una serma de la subunidad « (Beguin y cols., 1994;
Feschenko y Sweadner, 1995).
I.VII.3 Papel de la ATPasa Na~/K
t en VPH e hipertensión pulmonar
En situaciones de hipoxia disminuye la actividad de la ATPasa Na~/K~ en diversos tejidos
incluyendo el territorio pulmonar (Bergofski y Holtzman, 1967; Haas y cols., 1975). Este
efecto inhibitorio se ha relacionado con la menor vasodilatación pulmonar a
nitrovasodilatadores observada durante la hipoxia (Taniaoki y cols., 1996). Por lo tanto, la
inhibición de ATPasa Na~/K~ podría estar implicada en la patogénesis de la VPH.
Diversos estudios han mostrado que la actividad de la ATPasa Na~/K~ puede estar alterada
en modelos animales y en pacientes con hipertensión arterial y/o diabetes (Brock y cois.,
1982b; Blaustein y cols., 1986; Magliola y cols., 1986; Greene y cols., 1987>. Por un lado,
se ha descrito un aumento de la actividad de la ATPasa Na~/K~ en ratas espontáneamente
hipertensas (Magliola y cols., 1986; Brock y cols., 1982b), tras el tratamiento con A-II (Brock
y cois., 1982a) y tras el estiramiento vascular (Liu y cols., 1998), posiblemente para
compensar el incremento de la [Na~]
1observado en estos modelos de hipertensión (Friedman
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y cols., 1975>. Otros autores han sugerido que la inhibición de esta enzima puede jugar un
importante papel fisiopatológico en la formación de hipertensión esencial (Blaustein, 1996;
O’Donnell y Owen, 1994; de Wardener, 1996). En este sentido, cabe reseñar los estudios
realizados en los últimos años acerca de la existencia de inhibidores endógenos de la ATPasa
Na~/Kt (factores endógenos tipo-ouabaina>, posiblemente de origen hipotalámico (Haupert
y cols., 1984). Estos factores producen un aumento de la [Na~]~y del tono vascular (Magargal
y Overbeck, 1986>, presentan propiedades proliferativas (Montero y cols., 1993> y pueden
contribuir a la generación de diversas formas de hipertensión arterial (Chen y cols., 1993;
Ferrand i y cols., 1993). Además, se han aislado niveles elevados de estos factores en niños
recién nacidos (Chione y cols., 1993>. Desgraciadamente existen pocos estudios sobre el papel
de la ATPasa de la CMLV en el desarrollo de hipertensión pulmonar.
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1.VIII.6. Tratamiento de la HiPPN
La morbi-mortalidad asociada a la HPPN está intimamente relacionada con la gravedad y
duración de la hipoxemia sistémica. Los tratamientos actuales (ventilación asistida, ventilación
de alta frecuencia y, vasodilatadores como la hidralazina, la tolazolina o la PGD2) se muestran
en muchos casos inefectivos y, terapias más invasivas, como la oxigenación con membrana
extracorpórea causan gran morbilidad y algunas veces la muerte.
Por ello, es imprescindible la busqueda de agentes vasodilatadores de acción rápida, fácil
administración y alta selectividad por el territorio pulmonar. En este sentido, en los últimos
años se ha introducido en terapéutica el NO inhalado (NOi> para el tratamiento de la HPPN.
El tratamiento con NO revierte la hipertensión pulmonar inducida por hipoxia, U46619 o
heparina-protamina (Barnes y Liu, 1995>. La inhalación de NO dilata selectivamente la
circulación pulmonar en la oveja, pues su rápida fijación a la hemoglobina evita que ejerza sus
acciones a nivel de la circulación sistémica (Frostelí y cols., 1991; Rimar y Gillis, 1992). En
niños con HPPN, la inhalación de NO reduce las RVP y aumenta la p02 y el flujo sanguíneo
pulmonar (Kinsella y cols., 1993; Roberts y cols., 1992>. Estos efectos se potencian si se
asocia un bloqueante de la fosfodiesterasa que degrada el GMPc (Braner y cols., 1993). Sin
embargo, si bien en muchos pacientes se han oservado resultados muy beneficiosos tras el
tratamiento con NO1 (Kinsella y Abman, 1995; Neonatal Inhaled Nitric Oxide Study Croup,
1997), en otros no se constata este beneficio (Goldman y cols., 1996; Inhaled Nitric Oxide
Study Croup, 1997; Muller y cols., 1996).
La PCI,, que se ha utilizado como terapéutica coadyuvante en la HPPN (Lock y cols., 1979),
es capaz de revertir el cortocircuito de derecha a izquierda (Eronen y cols., 1997> y el
epoprostenol, un análogo estable de la PCI2, mejora la hemodinámica y aumenta la
supervivencia en pacientes con hipertensión pulmonar primaria que no responden al tratamiento
con otros vasodilatadores orales (Barst y cols., 1996; Came y Rubin, 1998; Higenbottam y
cols., 1984). En el momento actúal se está evaluando la eficacia terapéutica del iloprost (otro
análogo de la PCI2) administrado por vía inhalatoria en un estudio prospectivo europeo y se
están desarrollando otras vías de administración como la transdérmica (Came y Rubin, 1998).
La asociación de NOi con la PCI2 podría representar una estrategia terapéutica más efectiva
(Parker y cols., 1997). Uno de los principales mecanismos responsable de la vasodilatación
inducida por la PCI, es el aumento del AMPc y la posterior activación de los canales KÁTP.
Como se ha descrito en el apartado l.VI.4, los canales KATP pueden intervenir en la adaptación
pulmonar perinatal normal y su activación produce una marcada vasodilatación de las arterias
pulmonares en cerdos recién nacidos con hipertensión pulmonar (Barnes y Liu, 1995; Boels
y cols., 1997; Pinheiro y Malik, 1992). Además, los ACP pueden presentar una mayor
selectividad por el territorio pulmonar que por el sistémico en situaciones hipertensión
pulmonar (Wanstall, 1996> y una mayor efectividad que los antagonistas del calcio para
revertir la hipertensión pulmonar crónica (Oka y cols., 1993>. Por todo ello, la activación de
los canales KA.FP puede representar una diana terapéutica en la HPPN y la administración de
ACP podría ser de utilidad en su tratamiento.
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Tras el nacimiento debe producirse una brusca transición de la placenta al pulmón como
órgano encargado del intercambio gaseoso. Esta transición requiere una drástica reducción de
las RVP, que de no producirse puede conducir al desarrollo de la HPPN. Este síndrome puede
ser consecuencia de un desequilibrio entre factores vasodilatadores y vasoconstrictores,
predominando la acción de estos últimos. En este sentido, la HPPN se ha relacionado con una
disminución de la actividad vasodilatadora de la vía del NO/GMPc y/o con un aumento de la
actividad vasoconstrictora del TXA2 y/o de la ET-1. En estudios realizados por nuestro grupo
de investigación se ha observado que la activación de los receptores del TXA2 inducida por el
U46619 inhibe la vasodilatación mediada por la vía del NO¡GMPc a través de un mecanismo
sensible a estaurosporina, un inhibidor de la PKC (Pérez-Vizcaíno y cols., ~997>. Sin
embargo, aún desconocemos a que nivel de la vía del NO/GMPc se produce esta interacción.
En esta Tesis Doctoral se pretende ampliar este estudio y analizar, además, dos de los
principales mecanismos fisiológicos de hiperpolarización y vasodilatación pulmonar, como son
la activación de los canales KATP y de la ATPasa Na~/K
t. El estudio de estos dos mecanismos
tiene un indudable interés si tenemos en cuenta que su activación puede estar implicada en las
acciones de los principales agentes vasodilatadores liberados por el endotelio (NO,
prostaciclina y EDI-IF).
Las canales KATP están presentes a lo largo del árbol vascular pulmonar y su activación está
involucrada en la vasodilatación inducida por cambios metabólicos (hipoxia, isquemia). Estos
canales pueden ser activados por un grupo de fármacos denominados agonistas de canales de
potasio (ACP>, entre los que se encuentra el Ievcromakalim, que podrían constituir una
estrategia terapéutica que permitiera aumentar la vasodilatación pulmonar inducida a través de
la vía del NO/GMPc. Por ello, es importante estudiar la asociación de las vías de relajación
del NO/GMPc y de los canales KAT?.
La activación de la ATPasa Na~/K~ es responsable de la vasodilatación inducida por pequeños
aumentos de la [Kl
0 y está implicada en el efecto vasodilatador de los agonistas (3-
adrenérgicos y de los nitrovasodilatadores; además, su actividad puede modificarse por la
acción de distintos agentes vasoconstrictores.
Por todo ello, los objetivos que nos hemos propuesto en esta Tesis Doctoral son los siguientes:
1. Estudiar la vasodilatación inducida por la activación de la vía del NO/CMPc, de los canales
KATI y de la ATPasa Na~/K~ en arterias pulmonares y mesentéricas de lechones recién
nacidos, así como los cambios en la fCa
2~j
1 inducidos por estas vías de vasodilatación.
2. Evaluar el/los mecanismo/s implicado/s en la vasodilatación inducida por la vía del
NO/CMPc en arterias pulmonares y mesentéricas de lechones recién nacidos y en la
interacción entre el U46619 y esta vía de vasodilatación en las arterias pulmonares.
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3. Analizar la relajación inducida tras la activación conjunta de las vías del NO/GMPc y de
[oscanales KATP en arterias pulmonares de lechones recién nacidos. Para ello se estudiarán los
efectos vasodilatadores del nicorandil, un agente que comparte ambos mecanismos de acción,
y los de la combinación de NPS y levcromakalim, lo que permitirá, a su vez, determinar las
posibles interacciones entre ambas vías de vasodilatación.
4. Estudiar las respuestas vasoconstrictoras y los cambios en la [Ca»]1 inducidos por la NA,
el U466 19 y la ET-1 en arterias pulmonares y mesentéricas de lechones recién nacidos, así
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111.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN
Para la realización de estaTesis Doctoral se han utilizado las arterias pulmonares y mesentéricas
de lechones de raza híbrida Landrace-Largewhite de unas 2-3 semanas de vida y de entre 3-5 Kg
de peso. La elección de esta especie animal se ha basado en que el cerdo y el humano recién
nacidos presentan analogías estructurales en la adaptación de su circulación pulmonar fetal a la
adulta y en los procesos fisiopatológicos y terapéuticos de la HPPN (Haworth y Hislop, 1981;
Sánchez-Luna y cols., 1993). Con el objetivo de comprobar si los hallazgos obtenidos a nivel
pulmonar eran específicos de este territorio vascular, hemos comparado los resultados con
aquéllos obtenidos en arterias mesentéricas del mismo animal.
tILlE. OBTENCIÓN DE LOS TEJIDOS
Los pulmones y lechos mesentéricos se obtuvieron del matadero de Navalcarnero. Tras el sacrifio
de los animales, las preparaciones se sumergían de forma inmediata en solución Krebs normal
(Tabla 2>. Posteriormente, se transportaban al laboratorio en una nevera portátil que permitía
mantener la temperatura de la solución nutricia a 40 C. Una vez en el laboratorio se disecaban las
arterias pulmonares de la tercera rama y la mesentérica principal, que presentaban un diámetro
interno similar (1-2 mm). Posteriormente, se eliminaba cuidadosamente el tejido graso y la
adventicia y las arterias se cortaban en anillos de unos 3-4 mm de longitud.
111.111. TÉCNICAS EMPLEADAS
IILIII.I. Registro de contractilidad en arterias pulmonares y mesentéricas aisladas.
Las preparaciones se montaban en copas de AlIhin de 5 mL termostatizadas (370C) que contenían
solución Krebs normal burbujeada con mezcla carbógena (95% 02, 5% CO
2). Los anillos
arteriales se montaban entre dos alambres de acero con forma de L (0.2 mm de diámetro>, uno
se fijaba a la copa y el otro a un transductor de fuerza acoplado a un amplificador de señal
(Modelo PRE 206-4, Cibertec, Madrid> y a un ordenador Hewlett Packard (Pérez-Vicaino y cois,,
1997). La fuerza contráctil se registraba mediante el programa de ordenador REOXPC (Cibertec,
Madrid). A los anillos se les aplicaba una tensión (0.5 y 2 g para arterias pulmonares y
mesentéricas, respectivamente) que permitía alcanzar una respuesta contráctil óptima, según
habíamos observado en experimentos previos. Las preparaciones se dejaban estabilizar durante




111.111.2. Registro simultáneo de contractilidad y jCafl1 por fluorimetría.
En estos experimentos, los anillos arteriales eran invertidos para mejorar la señal fluorescente, de
forma que la cara luminal de la arteria quedaba expuesta al exterior. Posteriormente, eran
incubados durante 4-6 horas en una solución Krebs normal que contenía el reactivo fluorescente,
fura-2 acetoximetilester (5 x 10-6M) y cremofor EL (0.05%), un detergente que permitía ladisolución del fiira-2. Una vez transcurrido ese tiempo, las preparaciones eran montadas en una
cámara que formaba parte de un fluorímetro (CAF-1 10 Jasco, Japón) especialmente diseñado para
el registro simultáneo de la [Ca1~ y la fUerza contráctil (Salomone y cols., 1995; Pérez-Vizcaíno
y cols., 1998). La cara interna de cada anillo era iluminada de forma alternativa (128 Hz> a 340
y 380 nm con una lámpara de xenon acoplada a dos monocromadores. La luz fluorescente emitida
a esas dos longitudes de onda de excitación (F340 y F380) fue medida por un fotomultiplicador
provisto de un filtro de 500 nm y registrada al mismo tiempo que los datos de fuerza contráctil
mediante un sistema de adquisición de datos (Mac Lab serie E) y un programa de archivo de
datos (Chad v3.2, AD Instrumenis Pty Ltd., Castle Hill, Australia). El cociente de la fluorescencia
emitida tras la excitación a ambas longitudes de onda (F340/F3 80) fue utilizado como indicador
de la [Ca2 jI~ (Sato y cols., 1988; Pérez-Vizcaino y cols., 1998).
Calibración de la señal de ICal. La Fig 5 muestra un registro original de la calibración de la
señal de Ca2 en una arteria pulmonar. En primer lugar, los anillos eran expuestos a 80 mlvi de
KCI, que producía aumento de la F340, disminución de la F380 e incremento del cociente
F340/F3 80 y de la fuerza contráctil. A continuación, eran tratados primero con ionomicina (1.4
x 105M) y después con ácido etileneglicol-bisfl3-arninoetileter)-N,N,N’,N’-tetraacético (EGIA,
8 mM), lo que nos permitió obtener las señales fluorescentes de Ca? máxima y minima,
respectivamente. Posteriormente, se añadía MnCI
2 (10 mM), que se unía al fhra-2 desplazando
todo el Ca
2Y con lo que se eliminaba toda la fluorescencia debida al complejo flira-2-Ca2~ y
quedaba la fluorescencia propia del tejido o autofluorescencia. Según la ecuación de Gryenkiewicz
(Fig 5) y asumiendo un valor de la KD para el fura-2 de 224 nM (Gryenkiewicz y cols., 1985), el
valor estimado de la [Ca2~]~en arterias pulmonares y mesentéricas fue, respectivamente de 105
+ 19 nM y 124±13 nM en condiciones basales y de 196 + 63 nM (n = 4) y 224 + 24 nM (n = 4)
tras la estimulación con 80 mM de KCI.
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Figura 5. Registro original de la calibración de la señal de [Ca2>]1en una arteria pulmonar. Se
muestran los cambios simultáneos de la señal fluorescente emitida a las longitudes de onda de
excitación de 340 nM (F340) y 380 nM (F380) y su cociente (F340/F380). La [Ca2fl~se determinamediante la ecuación de Gryenkiewicz (parte superior> donde: R es la señal fluorescente del
cociente F340/F380; R,,~ y ~ son la señal fluorescente máxima y la mínima del cociente
F340/F380 obtenida tras el tratamiento con ionomicina y EGTA, respectivamente; ji es el
cociente Fn,ax 1 F
11.~,, siendo ~ y Fma,c la señal fluorescente F3 80 minima y máxima obtenida tras
el tratamiento con ionomicina y EGTA, respectivamente. Se asumió una constante de disociación
del complejo Ca2>-fiira-2 (1%) de 224nM (Gryenkiewicz y cols., 1985).
111.1V. PROTOCOLOS EXPERIMENTALES
II1.IV.1. Ausencia de endotelio.
En todos los experimentos el endotelio fue eliminado haciendo pasar por la luz del vaso un
alambre de acero (0.8 mm) y, posteriormente, frotando suavemente con un movimiento de
rotación. La ausencia de endotelio se comprobó evaluando la incapacidad de la ACh (107M) para
relajar anillos precontraidos con NA (106M).
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IIIJV.2. Vasodilatación inducida por NPS y S-Nitroso N-acetil-D,L-penicilamina (SNAP)
en arterias pulmonares y mesentéricas de lechón contraídas con NA y U46619.
Tras un período de estabilización de 1-2 horas, los anillos se contraían con concentraciones del
agente vasoconstrictor que permitían obtener una respuesta contráctil de similar amplitud. A
menos que se indique lo contrario, las concentraciones utilizadas fueron 1 05M para la NA y 1 07M
para el U466 19 en arterias pulmonares y 1 06M para ambos agonistas en arterias mesentéricas,
Estas concentraciones producían contracciones submáximas similares, que representaban el 60-
9000 de la máxima respuesta vasoconstrictora inducida por NA y U466 19 en las arterias
pulmonares y mesentéricas. Una vez que la respuesta vasoconstrictora inducida por ambos
agonistas alcanzaba valores estables, las arterias se relajaban con dosis crecientes y acumulativas
dedos dadores de NO, como son el NPS (10~ -3 x 105M) y el SNAP (í0-~ -3 x 105M).
1Il.IV.3. Reducción en la [Cafl~ y fuerza contráctil inducida por NPS en arterias
pulmonares de lechón contraídas con NA y U46619.
Después de 4-6 horas de incubación con fiira-2, las arterias eran montadas para el registro
simultáneo de la contractilidad y la LCa1~. Tras un íeríodo de estabilización de unos 30 minutos,
se añadían 80 mM de KCI al baño, lo que producía un aumento mantenido de la fuerza y de la
[Ca2jJ~.A continuación, se lavaban las preparaciones con solución Krebs hasta que las respuestas
de fuerza y [Ca2i~alcanzaban niveles basales y, posteriormente, se estimulaban con NA o 114661 9
hasta alcanzar una respuesta estable . En este momento, se añadían dosis acumulativas de NPS.
LH.IV.4. Estudio de diversos pretratamientos sobre la vasodilatación inducida por el NPS
y el SNAP en arterias pulmonares y mesentéricas de ¡echón.
En estos experimentos, las arterias fueron contraídas con NA y, una vez que la respuesta
vasoconstrictora alcanzaba valores estables, eran relajadas tras la adición de concentraciones
acumulativas de NPS o SNAP. Algunos anillos estimulados con NA fueron, posteriormente,
tratados con ODQ (IH-jjl,2,4]oxadiazolo [4,3-a]quinoxalin-1-ona, 10.6 M), un inhibidor de la
guanilato ciclasa soluble. En otro grupo de experimentos, las arterias fueron sometidas a distintos
tratamientos antes de la exposición a NA:
1. Solución carente de K> extracelular (OK>, ver Tabla 2) o ouabaína (lOs M), con el fin de
inhibir la actividad de la ATPasa Na>IK> de la membrana.
2. Solución con 80 mM de KCI (alto KCI, ver Tabla 2) para bloquear el flujo de salida de K> y,
posteriormente, nifedipino (106 M), para bloquear el flujo de entrada de Ca2> a través de los
canales tipo-L.
3. Tapsigargina (2 x 1 06M), un inhibidor de la SERCA, durante 20-30 minutos. Estos
experimentos también se realizaron en baños de órganos acoplados al fluorímetro, si bien, en este
caso los anillos sólo se expusieron a tapsigargina 10 minutos antes de ser estimulados con NA.
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m.IV.5. Estudio de la interacción del U46619 con la vía NO/GMIPc en arterias pulmonares.
Estos experimentos se realizaron en el baño de órganos acoplado al fluorímetro. Las arterias
fueron estimuladas inicialmente con 80 mM de KCI, expresándose los cambios posteriores en
fuerza y [Ca2>]~,como porcentaje de esta respuesta. Tras la fase de lavado, las arterias frieron
tratadas con estaurosporina (1041v1) durante 20-30 minutos antes de ser estimuladas con U46619.
En estudios previos habíamos observado que la estaurosporina reduce la respuesta contráctil
inducida por el U46619 (Pérez-Vizcaíno y cols., 1997); por ello, en estos experimentos se elevó
la concentración de U46619 hasta 2 ó 3 x 107M, lo que nos permitía alcanzar una respuesta
contráctil equivalente a la obtenida en ausencia de estaurosporina. Posteriormente, los anillos
fueron tratados con dosis acumulativas de NPS.
~.1V.6. Estudio de la vasodilatación inducida por levcromakalim, nicorandil y verapamil
en arterias pulmonares y mesentéricas de lechón contraídas con NA y 1146619.
En este grupo de experimentos, las arterias eran contraídas con NA o U46619 y, postenormente,
se relajaban con levcromakalim (1O~- 1 05M), un agonista de canales KA.,
2~,, con nicorandil (1 O>~
-3 x l0~
4M), un agente con actividad agonista de canales KÁTP y dadora de NO o con verapamil
(l0-~~jO-4M), un bloqueante de los canales de Ca2~ tipo L.
1II.IV.7. Estudio de la vasodilatación inducida por NPS, levcromakalim y nicorandil.
Tras la contracción con NA o U46619, las arterias eran tratadas durante 20 minutos con ODQ
(106M), glibenclamida (1O-5M) o con ambos fármacos, antes de inducir la vasodilatación con
concentraciones crecientes de NPS, levcromakalim o nicorandil. Sin embargo, la glibenclamida
es un inhibidor competitivo de los receptores de tromboxano A
2 (Cocks y cols., 1990), por lo que
producía una respuesta vasodilatadora (30-50 04) en las arterias pulmonares contraídas con
U46619 (107M). Este es el motivo por el que en arterias pulmonares tratadas con glibenclamida,se aumentaba la concentración de U46619 hasta 3 x 107M. En estas condiciones, la glibenclamida
producía una relajación del 26 %, de forma que el tono pulmonar resultante no era
significativamente distinto del inducido con 107M de U466 19. En arterias mesentéricas contraídas
con 1146619 (1 04M), la glibenclamida producía mínimos efectos relajantes (< 15 %) y, por ello,
no fue necesario aumentar la concentración de U466 19.
11I.IV.S. Estudio de la vasodilatación inducida por la combinación de NPS y
levcromakalim.
Estos experimentos sc diseñaron para evaluar la relajación inducida por la combinación de NPS
y levcromakalim y la existencia de interacciones entre ambos. Se relizaron dos tipos de
protocolos.
J½ilocol 1. En estos experimentos se analizó la vasodilatación inducida por NPS en presencia
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de una dosis única de levcromakalim y viceversa. Las dosis únicas se eligieron de forma que
produjeran una relajación del 20-35%. Este estudio se realizó en arterias mesentéricas contraídas
con NA (3 x 10~6M) y en arterias pulmonares contraidas con U46619 (106M). Cuando la
respuesta vasoconstrictora alcanzó un nivel estable, algunos anillos fueron tratados con una dosis
única de levcromakalim (3 x 107M en arterias pulmonares y 3, 5 ó 7 x 107M en las mesentéricas)
y, a continuación, relajados con dosis acumulativas de NPS. En otra serie de experimentos se
llevó a cabo el diseño opuesto, es decir, las arterias fueron tratadas con una dosis única de NPS
(3 x 1 07M y 3 x 1 OtvI en arterias pulmonares y mesentéricas, respectivamente) y, a continuación,
relajadas con dosis acumulativas de levcromakalim. Los resultados se compararon con los de las
curvas concentración-respuesta obtenidos en ausencia de pretratamiento en (Fíg 6): a) arterias
contraídas con la misma concentración de NAo U46619 (control de concentración) y b) arterias
contraídas con una concentración del agonista (106N4 de NA en arterias mesentéricas y 107M de
U466 19 en arterias pulmonares) que producía un tono similar al inducido por la combinación del
agonista más el pretratamiento (control de tono).
Figura 6. Esquema representativo del protocolo empleado para estudiar la vasodilatación de la
combinación del NPS y una dosis única del levcromakalim y viceversa en arterias estimuladas con
NAo U466 19. Pretratamiento es la adición de la dosis única de un agente vasodilatador antes del
tratamiento con dosis acumulativas del otro. Se realizaron controles paralelos de concentración
(con la misma concentración del agente vasoconstrictor) y de tono (con una concentración del
agente vasoconstrictor que producía un tono similar al obtenido tras el pretratamiento).
Protocolo 2. En esta serie de experimentos las arterias pulmonares contraídas con U46619 fueron
relajadas por la combinación de NPS y levcromakalim (1:1). A partir de las curvas de relajación
para el NPS, el levcromakalini y lacombinación (1:1) se confeccioné un isobolograma, que es una











fármacos (Gessner, 1995; Tallarida y cols., 1989). Un isobolograma presenta en sus ejes las
concentraciones de cada fármaco y los puntos que en él se representan dan lugar a isobolas. Cada
isobola está formada por los puntos obtenidos a partir de las concentraciones de cada fármaco
necesarias para producirun efecto con la misma eficacia. La linea recta que corta los ejes a nivel
de la concentración de cada fármaco necesaria para producir el mismo efecto es la denominada
“línea de aditividad”. Cuando los puntos de una isobola se sitúan en la línea de aditividad no
existen interacciones y, por lo tanto, la acción de ambos fármacos es aditiva. Por el contrario,
cuando la isobola se sitúa por encima o por debajo de la línea de aditividad existe potenciación
o antagonismo entre ambos fármacos, respectivamente.
IIL.1V.9. Efectos de NA, U46619, ET-t y PMA sobre la vasodilatación inducida por el KCI
en arterias pulmonares y mesentéricas incubadas en solución 0K.
Tras un periodo de estabilización, los anillos se incubaron durante 1 hora en solución OK lo que
producía una respuesta contráctil (Fig 7>.
Figura 7. Esquema representativo del protocolo empleado para estudiar la vasodilatación
inducida por el KCI. Las arterias eran incubadas en una solución OK> durante 1 hora y,
posteriormente, expuestas aNA, U46619, ET-1 o vehículo (control). A continuación, se añadían
concentraciones acumulativas del KCI. Algunos anillos fueron tratados con PMA, estaurosporina
(ST), quinacrina (Quin), ouabaina (Ouab), BaCI2 o propanolol (Prop) inmediatamente después
de la incubación en la solución OK>.
Posteriormente, fueron estimulados con NA (10~~ M en arterias pulmonares y 106 M en arterias
mesentéricas), U46619 (107M en arterias pulmonares y 10.6 M en arterias mesentéricas) o ET-1
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(IWM en arterias pulmonares y 3 x 109M en arterias mesentéricas), alcanzándose una respuesta
estable al cabo de 20-30 minutos. Las arterias controles (en ausencia del agente vasoconstrictor)
fueron incubadas en solución OK> durante este periodo de tiempo. En estas condiciones, la adición
de KCI (0.2-8.8 mlvi?) produjo una vasodilatación concentración-dependiente (Fig 7), que alcanzó
valores estables al cabo de 4-6 minutos. Algunas arterias fueron sometidas a distintos tratamientos
inmediatamente después de la exposición a OK>: 12-miristato, 13-acetato de forbol (PMA, 1 0-7M),
estaurosporina (l0~7M), ouabaina (lO~5M>, quinacrina (2 x 105M, un inhibidor de la fosfolipasa
A
2) o propranolol (106M), un bloqueante p-adrenérgico.
1II.IV.1O. Efectos de NA, U46619, ET-1 y PMA sobre la vasodilatación y la reducción de
la [Ca2>j inducidas por el KCI en arterias pulmonares y mesentéricas incubadas en una
solución 0W.
Los protocolos empleados fueron similares a los descritos en el apartado anterior, pero para evitar
una pérdida excesiva de ft¡ra-2 se redujo el tiempo total de cada experimento. Asi, tras un período
de estabilización (30-40 minutos) y exposición a 80 mM de KCI, los anillos fueron expuestos a
una solución OK durante 30 minutos y, posteriormente estimulados con NA, U46619 o ET-1 (3
x 10~>M) durante otros 10-15 minutos. Finalmente, se añadían concentraciones acumulativas de
KCI (0.4-8.8 mM>. Algunos anillos fueron tratados con PMA (10~7M), inmediatamente después
de la exposición a la solución OKI
1I1.V. FÁRMACOS Y SOLUCIONES UTILIZADOS
Durante la realización de esta Tesis Doctoral se han utilizado las soluciones que se encuentran en
la Tabla 2 y los siguientes fármacos: (-) bitartrato de noradrenalina, cloruro de acetilcolina,
U46619 (metil acetato de 9,1 1-dideoxi-1 1 a,9a-epoximetano-prostaglandin F
2j, nitroprusiato
sódico, glibenclamida, endotelina-l, estaurosporina, PMA (12-miristato, 13-acetato de forbol),
propranolol, quinacrina, tapsigargina, cremofor EL, EGTA (ácido etilenoglicol-bis¡jp-
aminoetileter]-N,N,N ‘,N ‘-tetraacético), ionomicina, cloruro de manganeso y ouabaina (Sigma-
Aldrich Química SA., Madrid), ODQ (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-ona, Tocris
Cookson Ltd., Bristol), nifedipino (Bayer, Leverkusen, Alemania), levcromakalim (SmithKline
Beecham Pharmaceuticals, Betchworth, Inglaterra), nicorandil (Merck Farma y Química, SA.,
Barcelona), SNA.P (5-Nitroso N-acetil-D,L-penicilamina, Alexis Corporation, Laufelfingen,
Alemania), verapamil (Knoll AG, Ludwigshafen, Alemania) y fijra-2 AM (1 mlvi disuelto en
dimetil sulfóxido, Calbiochem, La dolía, CA, USA). Las soluciones madre de todos estos
fármacos se prepararon en agua destilada y desionizada (excepto estaurosporina, qu¡nacrma,
PMA, tapsigargina, ODQ y glibenclamida que se disolvieron en dimetil sulfóxido y la ionomxcina
en etanol), realizándose las diluciones posteriores en solución de Krebs. La combinación de NPS
y levcro¡nakalim (1:1) (mol:mol) se preparó añadiendo idéntico volumen de la solución madre de




Tabla 2. Composición (mlvi) de las soluciones nutricias empleadas en esta Tesis Doctoral.
Soluciones NaCí KCI NaHCO3 MgSO4 CaCI2 NaH2PO4 KH2PO4 glucosa
Krebsnormal 118 4.75 25 1.2 2 0 1.2 11
OK’ 118 0 25 1.2 2 1.2 0 11
AltoKCI 38 80 25 1.2 2 0 1.2 11
1iI.VI. ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS
Los resultados se expresan como la media + error estándar de la media (e.s.m.) para un
detenninado número (n) de arterias de distintos animales. Las curvas concentración-respuesta se





donde E es el efecto relajante del fármaco, E~ es el efecto máximo relajante (un índice de la
eficacia relativa del agente vasodilatador) que se expresa como porcentaje de la respuesta
contráctil inicial, k es un factor que representa la pendiente de la curva y pD2 es la concentración
de fármaco necesaria para obtener un 50% del Em~,x (CE50), expresado como logaritmo negativo
de dicha concentración (un indice de la potencia del agente vasodilatador). Estos parámetros
fueron calculados a partir de las curvas concentración-respuesta ajustadas en cada experimento,
El desplazamiento hacia la derecha de la curva de relajación a nicorandil inducido por ODQ,
glibenclamida o su combinación se expresó como el log CR (log dose-ratio), siendo CR el
cociente entre la CE50 obtenida en presencia y en ausencia del antagonista. La potencia de la
acción inhibitoria de estos agentes se expresó como el log CR en lugar de utilizar un parámetro
más común como el pKB (pK0 -log [inhibidor] + log (CR-1)>, porque el log CR permite la
determinación de la inhibición producida por la combinación de ambos inhibidores.
Para el tratamiento estadístico se utilizaron los paquetes informáticos Microsoft Excel versión 4.0.
y Pharmacological Calculation System (Tallarida). Se contrastaron los resultados experimentales
y controles comparando las medias mediante el análisis de varianza (ANOVA) seguido del test
de Newman Keuls. Se consideraron estadísticamente significativas aquellas diferencias en las que
1’ fue menor de 0.05. La interacción entreNPS y Ievcromakalim se evaluó mediante un análisis
isobolográfico utilizando la combinación (1:1) de ambos fármacos (Gessner, 1995). El análisis
estadístico de la desviación de la linea de aditividad en el isobolograma se realizó como ha sido






IV.I, Vasodilatacián inducida por NPS y SNAP en arterias pulmonares y mesentéricas
contraídas con NA y U46619.
En arterias pulmonares, el tratamiento con NA (105M) y U46619 (107M) produjo una respuesta
vasoconstrictora estable de 904±52mg (n = 70) y 983 ±61mg (nr 51), respectivamente. En
arterias mesentéricas, la respuesta contráctil inducida por la NA y el 1146619 (ambos a la
concentración de 10~6M) alcanzó valores de 1735 ±142 mg (n 35) y 2096 + 207 mg (n = 23),
respectivamente. En estas condiciones, la adición de concentraciones acumulativas de NPS (l0.8~3
x 1 C~5M) o de SNAP (10-~-3 x 10~5M) produjo una vasodilatación concentración-dependiente
tanto de las arterias pulmonares (Fig 8) como de las mesentéricas (Fig 9). Esta respuesta
vasodilatadora alcanzaba valores estables al cabo de 3-5 minutos. Los valores de potencia (pD
2)
y eficacia (E~J para la vasodilatación inducida por NPS y SNAP en arterias pulmonares y
mesentéricas contraídas con NA y U46619 se encuentran en la Tabla 3.
Figura 8. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el NPS y el SNAP
en arterias pulmonares contraídas con NAo U46619. Los resultados se expresan como la media
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Figura 9. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el NPS en arterias
mesentéricas contraídas con NAo U466 19. Los resultados se expresan como la media + e. s. m.
(n=6-7).
En arterias pulmonares, ambos dadores de NO relajaron de forma completa las arterias
precontraidas con NA, mientras que mostraron una menor eficacia vasodilatadora en aquéllas
precontraidas con U46619 (Fig 8). Además, el NPS relajó de forma más potente los anillos
precontraidos con NA que con 1146619 (P < 0.0 1), si bien no se observaron diferencias en los
valores de pD2 en el caso del SNAP. El NPS presentó valores similares de p02 en arterias
mesentéricas contraídas con NA y U466 19 pero produjo un Emax ligeramente superior (pero
estadísticamente significativo, p < 0.01> en las estimuladas con NA. Los valores de pD2 del NPS
fueron similares en arterias pulmonares y mesentéricas estimuladas con NA (Tabla 3). En
resumen, el NPS y el SNAP relajaron con menor eficacia las arterias pulmonares contraídas con
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Tabla 3. Vasodilatación inducida por NPS, SNAP, levcromakalim y nicorandil en arterias
pulmonares y mesentéricas de lechón contraídas con NA y U466 19. Se muestran los valores de




n pD2 Em~ n pD2
ARTERIAS PULMONARES
SN? 25 6.66+0.08 101+3 20 619±0.1 ## 66+2##
SNAP II 6.4+0.08 ¡07+2 13 6.59±0.11 69+3##
Levcromakalim 6 6.8 + 0.1 59±7 6 6.5 1 0.2 58±5
Nicorandil 7 4.8±0.1 112±4 6 4.8±0.1 104±4
ARTERIAS MES ENTÉRICAS
SN? 6 6.55 ±0.2 106+3 7 6.7+0.1 95±2*flfl
Levcromakalim 6 7.3±0.1* 97+3 ~ 5 7.3 ±0.1* 98+3 *
Nicorandil 6 5.4+0.2 * ¡09+3 6 5.2+0.1 * 106±2
# y ## p <0.05 y p< 0.0 1, respectivamente, con respecto a arterias contraídas con NA.
* P <0.05 con respecto a arterias pulmonares.
IV.II. Reducción de la [Ca
2>]
1y de la fuerza contráctil inducida por NPS en arterias
pulmonares de lechón contraídas con NA y U46619.
Efectos de IVAy (146619 sobre la fCa2>],y fuerza contráctiL El tratamiento con 80 mM de KCIprodujo un aumento del cociente F340¡F380 seguido de un efecto vasoconstrictor. El 1146619
(Fig lo> y la NA (Fig 11> indujeron un rápido aumento del cociente F340¡F380 (respuesta fásica)
seguido de una caída lenta hasta alcanzar un nivel estable (respuesta tónica). Esta respuesta tónica
alcanzó valores del 99.7 + 10.6% (nr 6) y 79.3 + 7.0% (n = 9), respectivamente, de la respuesta
inducida por 80 mM de KCI en arterias estimuladas con U46619 y NA (P>0.05 U46619 vs NA).
En la mayoría de los experimentos, la NA indujo un rápido aumento de la fuerza contráctil que
alcanzó su máximo al cabo de 1-2 mm (respuesta fásica) y que, posteriormente, disminuyó
lentamente hasta alcanzar un nivel estable al cabo de 10 minutos (respuesta tónica), mientras que
el U466 19 produjo una respuesta vasoconstrictora monofásica de desarrollo más lento, Estas
diferencias en el curso temporal de las respuestas a U46619 y NA frieron observadas también en
baños de órganos convencionales, confirmando datos previos obtenidos en nuestro laboratorio
(Pérez-Vizcaíno y cols., 1997). La respuesta tónica contráctil inducida por U46619 y NA alcanzó
valores del 153 + 7% (n = 6) y 125 + 11% (n = 9) de la contracción inicial inducida con 80 mM
de KCI (P >0.05 U46619 vsNA). Por tanto, a las concentraciones utilizadas, no se encontraron
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diferencias significativas en los aumentos observados en el cociente F3401F380 y en la fuerza
contráctil inducidos por U46619 o NA. Además, la relación fuerza-F340/F380 [(%del aumento
en fuerza )/Qo del aumento en el cociente F340/F380) de la respuesta a 80 mM de KCI] fue
similar para 1146619 y NA (1.63 + 0.18 y 1.74 + 0.22, respectivamente), lo que indicaba que para
aumentos similares del cociente F340/F380 ambos agonistas inducían una mayor respuesta
contráctil que la producida por el KCI
Figura 10. Registro simultáneo de los cambios en la tUerza contráctil y en la [Ca24]~expresada
como el cociente F340¡F380 inducidos por el NPS en una arteria pulmonar estimulada con
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Figura 11. Registro simultáneo de los cambios en la fuerza contráctil y en la [Ca2>]1expresada
corno el cociente F340/F380 inducidos por el NPS en una arteria pulmonar estimulada con NA
(l0~
5M).
Ejectos del NPS sobre la fca»Jy laflíerza contráctil. Las Figs 10 y 11 muestran los efectos del
NPS sobre el cociente F340¡F380 y la fuerza contráctil en arterias pulmonares estimuladas con
U466 1 9 y NA, respectivamente. La adición de NPS produjo una reducción concentración-
dependiente en el cociente F340/F380 y en la fuerza contráctil. Al igual que ocurría en los baños
convencionales, la Fig 12 muestra que el NPS relajó completamente las arterias contraídas con
NA ~ = 105 ±4%,pD
2= 6.59 + 0.09), mientras que sólo de forma parcial (Emx< = 75 + 4%,
p <0,01 con respecto a arterias estimuladas con NA) y con menor potencia (pD2 = 6.2±0.1,p
< 0.05 con respecto a arterias estimuladas con NA) aquéllas contraídas con U46619. Por el
contrario, el NPS redujo de forma completa y con igual potencia el aumento de la [Ca2>]~inducidopor NA y U46619 (pD
2 6.7±0.07y 6.7 + 0.1, respectivamente) (Fig 12). Por tanto, en los
anillos estimulados con NA, el NPS redujo el cociente F340/F380 y la fuerza contráctil de forma
paralela, presentando valores de pD2 y E,~ muy similares, mientras que se observó una


















Figura 12. Cambios en la [Ca2i~(F340/F3 80) y fuerza contráctil inducidos por el NPS en arterias
contraídas con NAo U46619, expresados como porcentaje de la máxima respuesta del agente
vasoconstrictor. Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n 5-8).
En la Fig [3 se muestra la relación fiuerza-F340¡F3 80 obtenida tras dosis acumulativas de NPS
en arterias estimuladas con NA y U466 19. En presencia de U4661 9, la relación fuerza-F430/F380
está desplazada a la izquierda con respecto a la obtenida en arterias contraídas con NA; es decir,
que para niveles similares de reducción de la [Ca24j~, el NPS produce una menor reducción de la
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Figura 13. Relación fUerza-[Ca2>]~ de la respuesta inducida por el NPS en arterias contraídas con
NAo U466 19. Los resultados se expresan como la media ±e. s, m. (n = 5-8).
IV.lll. Estudio de los posibles mecanismos implicados en la relajación producida por NPS
y SNAP en arterias pulmonares y mesentéricas.
Papel de la guanilato ciclasa soluble. En arterias pulmonares precontraidas con NA o U46619,
la adición de ODQ (106 M), un inhibidor de la guanilato ciclasa soluble, produjo una pequeña
respuesta contráctil, que en ningún caso superó el 10% de la inducida por ambos agentes
vasoconstrictores. Sin embargo, a esta concentración, el ODQ inhibió marcadamente la relajación
inducida por el NPS (n=6-8) y el SNAP (n = 6-11) en arterias pulmonares contraídas con NA
(Hg 14) o U466 19 (Fig 15). En arterias mesentéricas contraídas con NA, el tratamiento con ODQ
también inhibió marcadamente la relajación inducida por el NPS (Fig 16). Estos resultados indican
que en arterias pulmonares y mesentéricas de lechón, ambos dadores de NO ejercen sus efectos
principalmente a través de la estimulación de la guanilato ciclasa y el posterior aumento de los
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Figura 14. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el NPS y el SNAP
en ausencia (Ctrl) y presencia del ODQ en arterias pulmonares contraídas con NA. Los resultados
se expresan como la media + e. s. m. (n = 6-25>.
Figura 15. Curvas concentración-respuesta de
SNAP en ausencia (Ctrl) y presencia del ODQ en
Los resultados se expresan como la media + e.
la vasodilatación inducida por el NPS y el
arterias pulmonares contraídas con U46619.
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Figura 16. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el NPS en
ausencia (Ctrl> y presencia del ODQ en arterias mesentéricas contraídas con NA o U46619.
Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 5-7>
Las Figs 17 y 18 muestran la relajación inducida por el NPS en arterias pulmonares y
mesentéricas, respectivemente, tras la exposición a diversos tratamientos y la posterior
contracción con NA. A continuación se detallan los resultados de estos tratamientos.
Papel de la activación de la ATPasa Na~/K~. En arterias pulmonares y mesentéricas en las
que se cambiaba el medio de incubación de Krebs normal a una solución 0K~ e
inmediatamente después se estimulaban con NA se obtuvo una respuesta vasoconstrictora de
977 ±III mg (n = 9> y 1143 ±265 mg (n = 8>, respectivamente. Esta respuesta no fue
significativamente diferente a la obtenida en arterias expuestas a solución de Krebs normal. Sin
embargo, el tratamiento con la solución OK> inhibió la relajación inducida por NPS en arterias
mesentéricas (E~ = 82 ±6% y pD2 = 5.89 + 0 27 P < 0.05 y 0.01, respectivamente, con
respecto a arterias control, Fig 18), mientras que la potenció en arterias pulmonares (pD2 =
6.89 ±001 P < 0.05, Fig 17>.
El tratamiento durante 20-30 minutos con ouabaína, un inhibidor de la ATPasa Na~¡K~,
produjo una respuesta contráctil de 321 ±100 mg (u = 6) y 351 + 145 mg (n = 4> en
arterias pulmonares y mesentéricas, respectivamente. La ouabaína, al igual que la solución












la curva de relajación a NPS en arterias mesentéricas (pD2 = 5.82 + 0.13, P < 0.01>,
mientras que no la afectó en arterias pulmonares (pD2 = 6.67 + 0 13 P > 0.05) como se
observa en las Figs 17 y 18, respectivamente. Estos resultados indican que la activación de la
ATPasa Na~/K~ media parte del efecto vasodilatador del NPS en las arterias mesentéricas pero
no en las pulmonares.
Figura 17. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el NPS en
arterias pulmonares contraídas con NA en ausencia (Ctrl> o presencia de tratamiento: solución
OK
t (OK), ouabaína, tapsigargina o solución de alto KCI y posterior adición de nifedipino
(Alto KCI + Nif>. Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 5-9).
Papel de los canales de Ca2t t¿~o L y canales de Kl En estos experimentos los anillos eran
incubados en una solución Krebs normal y, posteriormente, en una con alto KCI (Tabla 2), lo
que produjo una respuesta de 899 ± 82 mg (n = 5) y 1238 + 184 mg (n = 4),
respectivamente, en arterias pulmonares y mesentéricas. Posteriormente, las arterias fueron
totalmente relajadas con nifedipino (106 M>, un bloqueante de canales de Ca2t tipo L y, una
vez que la respuesta alcanzaba niveles basales, estimuladas con NA, cuya respuesta contráctil
fue similar en arterias pulmonares (1071 ±71 mg, p > 0.05) pero inferior en arterias
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resultados están en concordancia con el hecho de que el verapamil, otro bloqueante de canales
de Ca2~ tipo L, sea más potente en relajar arterias mesentéricas que pulmonares contraídas con
NA (ver apartado IV.V). El tratamiento con Ja solución de alto KCI y nifedipino no inhibió
la vasodilatación inducida por el NPS, incluso la potenció en arterias pulmonares (pD
2 = 7.06
+ 0.05; P < 0.05, Fig 17) y aumentó su efecto máximo en arterias mesentéricas (E1~ = 127
+ 7%, Fig 18>. Estos resultados sugieren que ni la activación de canales de K~ ni el bloqueo
de canales de Ca
2~ parecen mediar la relajación de NPS en arterias pulmonares y mesentéricas
de lechón.
Figura 18. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el NPS en
arterias mesentéricas contraídas con NA en ausencia (Ctrl> o presencia de tratamiento: solución
OKt (OK), ouabaina, tapsigargina o solución de alto KCI y posterior adición de nifedipino
(Alto KCI + Nif>. Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 4-9>.
Papel de la SERCA. El tratamiento durante 40 minutos con tapsigargina (2 x 106 M>, un
inhibidor de la SERCA, produjo una respuesta contráctil de 391 ±90 mg (n = 11> y 56 ±
29 mg (n = 7> en arterias pulmonares y mesentéricas, respectivamente. La tapsigargina no
modificó la vasoconstricción inducida por NA, pero desplazó marcadamente a la derecha la
curva de relajación a NPS tanto en arterias pulmonares (pD
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en las mesentéricas (pD2 =5.89 + 0.19, Fig 18) y redujo el E.~ en las primeras (71 ±7 %>.
De este modo, la activación de la SERCA parece mediar gran parte del efecto vasodilatador
del NPS en arterias pulmonares y mesentéricas.
En experimentos realizados con arterias pulmonares en el baño de órganos acoplado al
tluorímetro, la exposición a tapsigargina durante 10 minutos incrementó el cociente F340/F380
sobre la basal (60 ±6% de la respuesta inducida por 80 mM de KCI, n = 5; Fig 19). Sin
embargo, este aumento en el cociente F340/F380 no se acompañó de cambios en la respuesta
contráctil (Fig 19>. La posterior adición de NA (1l0~5M) aumentó aún más el cocienteF340/F380 hasta alcanzar el 131 ±18% de la respuesta a 80 mM de KCI (P < 0.05, con
respecto a anillos en ausencia de tapsígargína> y produjo una respuesta contráctil (90 ±16%
de la respuesta a 80 mM de KCI). Así, la relación fuerza-F340/F380 para la NA fue
significativamente inferior en arterias tratadas con tapsigargina (0.72 + 0.11) que en aquéllas
no tratadas. El curso temporal del aumento en el cociente F340/F380 y fuerza contráctil
inducido por NA fue similar en ausencia y presencia de tapsigargina (Figs 11 y 19>. Sin
embargo, la tapsigargina inhibió muy marcadamente la reducción en el cociente F340/F380
inducida por NPS, mientras que sólo de forma parcial la relajación inducida por este dador de
NO(Figs 19y20).
Figura 19. Registro simultáneo de los cambios en la fuerza contráctil y en la [Ca2~j
1
expresada como el cociente F340/F380 inducidos por el NPS en una arteria pulmonar tratada














Figura 20. Cambios en la [Ca2~]~(F340/F380> y fuerza contráctil inducidos por el NPS en
arterias contraídas con NA en ausencia (sin símbolos) o presencia de tapsigargina (círculos),
expresados como porcentaje de la máxima respuesta del agente vasoconstrictor. Las curvas en
ausencia de tratamiento proceden de la Fig 12 y se muestran con fines comparativos. Los
resultados se expresan como la media ±e. s. m. (n = 5-8>.
IV.IV. Mecanismo de la interacción de U46619 con la vía NO/GMPc en arterias
pulmonares.
Las Figs 21 y 22 muestran las respuestas a NPS en arterias pretratadas con la estaurosporina
(10-7M) durante 20-30 minutos antes de su exposición a U46619 (3 x 10-7M). La estaurosporina
no alteró el cociente F3401F380 ni la fuerza contráctil basales, y tampoco modificó el aumento
en F340/F380 y fuerza inducidos por U46619 (81 ±16% y 190 ±34% de la respuesta inicial
a 80 mM de KCI, respectivamente, n = 6>. Sin embargo, el cociente fuerza-F340/F380 fue
significativamente mayor (2.62 ±0.27) que la observada en ausencia de estaurosporina. La
posterior adición de NPS de forma acumulativa produjo una reducción concentración
dependiente del cociente F340/F380 que fue similar a la obtenida en ausencia de estaurosporina
(Fig 21). Sin embargo, la presencia de estaurosporina aumentó de forma significativa (P <




















Figura 21. Cambios en la [Ca2~]~(F340/F380> inducidos por el NPS en arterias pulmonares
contraídas con U46619 en ausencia (línea discontinua) o presencia de estaurosporina (círculos),
expresados como porcentaje de la máxima respuesta del agente vasoconstrictor. Los resultados
se expresan como la media ±e. s. m. (n = 5-8>.
Figura 22. Cambios en la fuerza contráctil inducidos por el NPS en arterias pulmonares
contraídas con U46619 en ausencia (línea discontinua) o presencia de estaurosporina (círculos),
expresados como porcentaje de la máxima respuesta del agente vasoconstrictor. Los resultados




























IV .V. Vasodilatación inducida por levcromakalim, nicorandil y verapamil en arterias
pulmonares y mesentéricas de lechón contraídas con NA y U46619.
El levcromakalim (t0-~-1O~ M) produjo una relajación parcial de las arterias pulmonares,
mientras que relajó completamente las arterias mesentéricas independientemente del agente
vasoconstrictor empleado (Fig 23).
Figura 23. Curvas concentración-respuesta de la xasodilatación inducida
en arterias pulmonares (AP) y mesentéricas (AM) contraídas con
resultados se expresan como la media ±e. s. m. (n = 5-6).
por el levcromakalim
NA y U46619. Los
El nicorandil (l01~3 x lO~ M>, un agente que se comporta como ACP y dador de NO, relajé
completamente arterias pulmonares y mesentéricas contraídas con NA o U4661 9 (Hg 24>. Los
valores de pD2 y Emax de relajación de levcromakalim y nicorandil se encuentran en la Tabla
3. Como se muestra en esta Tabla, las arterias pulmonares contraídas con U46619, que eran
relajadas sólo parcialmente por NPS y levcromakalim, fueron totalmente relajadas por el











Figura 24. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el nicorandil en
arterias pulmonares (AP> y mesentéricas (AM) contraídas con NA y U46619. Los resultados
se expresan como la media + e. s. m. (n = 6-7).
Figura 25. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el verapamil en
arterias pulmonares (AP) y mesentéricas (AM) contraídas con NA y U46619. Los resultados











La respuesta vasodilatadora del verapamil (10~~- 104M) fue dependiente tanto del tipo de arteria
como del agente vasoconstrictor. Las contracciones inducidas por la NA en arterias
mesentéricas fueron más sensibles que aquéllas inducidas en arterias pulmonares o por U46619
en ambas arterias (Fig 25>. Los parámetros de la mayoría de las curvas concentración-respuesta
a verapamil no pudieron ser calculados ya que a la máxima concentración utilizada, el fármaco
no alcanzó su máxima respuesta vasodílatadora.
IV.VI. Efectos de ODQ, glibenclamida o de ambos fármacos sobre la relajación inducida
por NPS, levcromakalim y nicorandil.
En arterias pulmonares contraídas con NA, el ODQ inhibió marcadamente la relajación a NPS
(Fig 26) pero no afecté a la vasodilatación inducida por levcromakalim (Fig 27), mientras que
la glibenclamida, un inhibidor de canales KA~, no modificó la respuesta vasodilatadora al NPS
(Fig 26), pero inhibió marcadamente la vasodilatación inducida por levcromakalim (Fig 27).
Figura 26. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el NPS en
arterias pulmonares contraídas con NA en ausencia (control> o presencia de ODQ o de











Figura 27. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el levcromakalim
en arterias pulmonares contraídas con NA en ausencia (control> o presencia de ODQ o de
glibenclamida. Los resultados se expresan como la media ±e. s. m. (n = 5-7>.
Las Figs 28-31 muestran la vasodilatación inducida por el nicorandil en arterias pulmonares
y mesentéricas contraídas con NA o U46619 y en ausencia o presencia de ODQ, glibenclamida
o ambos. La respuesta vasodilatadora a nicorandil fue inhibida por el ODQ (Log CR = 1.25>,
mientras que no se afecté por la presencia de glibenclamida (Log CR = -0.05> en arterias
pulmonares contraídas con NA; además, el tratamiento con ODQ más glibenclamida no
modificó la inhibición inducida por ODQ sólo (log CR para ODQ + glibenclamida = 1.2>
(Hg 28). En arterias pulmonares (Fig 29) y mesentéricas (Fig 31> contraídas con U46619 tanto
el ODQ (Log CR = 0.85 y 1.04 para arterias pulmonares y mesentéricas, respectivamente)
como la glibenclamida (Log CR = 0.83 y 0.51 para arterias pulmonares y mesentéricas,
respectivamente) desplazaron a la derecha la relajación inducida por el nicorandil, mientras que
la asociación de ambos inhibidores produjo un desplazamiento superior al inducido por cada
uno en solitario (Log CR para ODQ + glibenclamida = 1.51 y 1.54 en arterias pulmonares
y mesentéricas, respectivamente>. En arterias mesentéricas contraídas con NA (Fig 30>, el
ODQ inhibió la relajación producida por el nicorandil (log CR = 0.58>. En estas arterias, la
glibenclamida no modificó la relajación inducida por el nicorandil (log CR = 0.07>; sin
embargo, en presencia del ODQ, desplazó marcadamente a la derecha la curva de relajación











Figtu-a 28. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el nicorandil en
arterias pulmonares contraídas con NA en ausencia (control) o en presencia de ODQ, de
glibenclamida (Glib> o de ambos (Glib + ODQ). Los resultados se expresan como la media
+ e. s. m. (n = 5-9>.
Figura 29. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el nicorandil en
arterias pulmonares contraídas con U46619 en ausencia (control) o en presencia de ODQ,
glibenclamida (Glib) o de ambos (Glib + ODQ). Los resultados se expresan como la medía






















Figura 30. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el nicorandil en
arterias mesentéricas contraídas con NA en ausencia (control) o en presencia de ODQ, de
glibenclamida (Glib) o de ambos (Glib + ODQ). Los resultados se expresan como la media
+ e. s. m. (n = 5-8>.
Figura 31. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el nicorandil en
arterias mesentéricas contraídas con U46619 en ausencia (control) o en presencia de ODQ, de
glibenclamida (Glib> o de ambos (Glib + ODQ>. Los resultados se expresan como la media











IV. VII. Efectos de la combinación de NPS y Ievcromakalim.
Relajación de cada fármaco en presencia de una concentración anica del otro. En estos
experimentos se estudió la vasodilatación inducida por el NPS en presencia de una
concentración de levcromakalim y viceversa, en arterias mesentéricas contraídas con NA (3
x 106M) y en arterias pulmonares contraídas con 1J46619 (10-6M). Estos resultados se han
comparado con controles de concentración y de tono (ver material y métodos, apartado
l[l.IV.8). El tratamiento con una concentración de levcromakalim de 3 x 107M en arterias
pulmonares y de 3, 5 ó 7 x 108M en arterias mesentéricas, produjo una relajación de 34 ±5
% y de 23 + 2 %, respectivamente. En arterias pulmonares contraídas con U46619, el
pretratamiento con leveromakalim permitió aumentar el efecto máximo vasodilatador del NPS
= 101 + 7%, n = 6) con respecto a controles de concentración (Emn = 66 ±7%, n =
12) y de tono (E~~ = 67 + 4%, n = 14) (Fig 32>, pero no modificó la potencia
vasodilatadora del NPS (pD
2 = 6.0 + 0. 1) con respecto a arterias en ausencia de
levcromakalim (pU, = 5.9 ± 0.1 y 6.2 ±0.1para controles de concentratión y de tono,
respectivamente). La relajación inducida por el NPS en arterias mesentéricas contraídas con
NA no fue modificada por la presencia de levcromakalim (Fig 33>.
Figura 32. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el NPS en
ausencia y presencia del pretratamiento con levcromakalim (3 x io-~ M) en arterias pulmonares
contraídas con U46619 (1O~ M). Se muestran dos tipos de controles: arterias contraídas con
la misma concentración del U46619 que en presencia de pretratamiento (control de
concentración), y arterias contraídas con una concentración de U46619 (10~ M) que produjo
una contracción similar al tono final inducido por 1J46619 más pretratamiento (control de










Figura 33. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el NPS en
ausencia y presencia del pretratamiento con levcromakalim (3 x 1W M> en arterías
mesentéricas contraídas con NA (3 x 106 M). Se muestran dos tipos de controles: arterias
contraídas con la misma concentración de la NA que en presencia de pretratamiento (control
de concentración> y arterias contraídas con una concentración de NA (lcr6 M> que produjo una
contracción similar al tono final inducido por NA más pretratamiento (control de tono>. Los
resultados se expresan como la media ±e. s. m. (n = 5-8>.
En otra serie de experimentos, la adición de una concentración de NPS de 3 x 107M en
arterias pulmonares y de 3 x 10~8M en arterias mesentéricas produjo una relajación de 34 ±
4 % y de 20 + 4 %, respectivamente. El pretratamiento con NPS mejoró la máxima respuesta
vasodilatadora inducida por levcromakalim en arterias pulmonares contraídas con U46619 (Emax
=77+3% n =4) con respecto a controles de concentración (Emax =47+4% n =5) y
de tono (Ei~m = 57 + 5% n = 6>, respectivamente (Fig 34>. Sin embargo, los valores de pD
2
del tevcromakatim (6.7 + 0.1) no fueron significativamente distintos que los obtenidos en
ausencia de NPS (6.7 ±0.1 y 6.5 ±0.1control de concentratión y de tono, respectivamente>.
En arterias mesentéricas contraídas con NA, el pretratamiento con NPS no modificó la
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Figura 34. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el levcromakalim
en ausencia y presencia del pretratamiento con NPS (3 x 100 M> en arterias pulmonares
contraídas con U46619 (106 M). Se muestran dos tipos de controles: arterias contraídas con
la misma concentración del U46619 que en presencia de pretratamiento (control de
concentración), y arterias contraídas con una concentración de U46619 (10v M) que produjo
una contracción similar al tono final inducido por U46619 más pretratamiento (control de
tono). Los resultados se expresan como la media ±e. s. m. (n = 4-6).
Figura 35. Curvas concentración-respuesta de lavasodilatación inducida por el levcromakalim
en ausencia y presencia del pretratamiento con NPS (3 x i0~ M> en arterias mesentéricas
contraídas con NA (3 x 106 M). Se muestran dos tipos de controles: arterias contraídas con la
misma concentración de la NA que en presencia de pretratamiento (control de concentración>,
y arterias contraídas con una concentración de NA (106 M) que produjo una contracción
similar al tono final inducido por NA más pretratamiento (control de tono). Los resultados se























Relajación inducida por la combinación de NPS y levcromakalim (1:1) y análisis
isobolográfico. La Fig 36 muestra la relajación inducida por el NPS, el levcromakalim y la
combinación de ambos fármacos (1:1) en arterias pulmonares contraídas con U46619. A pesar
de que el NPS y el levcromakalim sólo relajaron parcialmente las arterias estimuladas con
U46619, su combinación (1:1> las relajó de forma completa y con una potencia similar a la de
cada fármaco solo (pD2 = 6.44 ±0.11, p>O.O5 con respecto a NPS o levcromakalim). El
análisis isobolográfico (Fig 37) se llevó a cabo a partir de las curvas de relajación de NPS,
levcromakalim y su combinación (1:1> que aparecen en la Fig 36. En este análisis se representa
la isobola obtenida a partir de las concentraciones de cada fármaco y de la combinación (1:1)
que producían un 25% del efecto máximo (EC25>, ya que ni NPS ni levcromakalim relajaron
las arterias de forma completa. El punto de la combinación (1:1) no se alejó de la linea de
aditividad, indicando la ausencia de interacciones entre ambos fármacos.
Figura 36. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el NPS,
levcromakalim o su combinación (1:1> en arterias pulmonares contraídas con U46619. Los
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Figura 37. Isobolograma de la combinación de NPS y levcromakalim. La línea negra
representa la isobola obtenida a partir de las concentraciones de cada fármaco y de su
combinación (1:1> que producían un 25% del efecto máximo (EC25> y la línea discontinua
representa la línea de aditividad. Los datos proceden de las curvas concentración-respuesta de
la figura 36.
IV.VIII. Efectos de NA, U46619, ET-1 y PMA sobre la vasodilatación inducida por el
KCI en arterias pulmonares y mesentéricas incubadas en una solución OK~.
Relajación inducida por el KCI en arterias incubadas en una solución OKt. La exposición a
una solución OKt durante 1 hora produjo una respuesta contráctil que tardó unos 20-30
minutos en comenzar a desarrollarse. En estas condiciones, la adición de KCI de forma
acumulativa (0.2-8.8 mM> indujo una relajación concentración-dependiente de arterias
pulmonares (Fig 38) y mesentéricas (Hg 39>. La Tabla 4 contiene las respuestas contráctiles
inducidas por la solución OKt y los valores de pD2 y E~ de las curvas concentración-respuesta
a KCI en arterias pulmonares y mesentéricas. La relajación inducida por KCI fue más potente
en arterias mesentéricas que en las pulmonares (pD2 = 3.35 + 0.07 y 2.75 + 0 11
respectivamente, p < 0.05)
El tratamiento con ouabaína (1O~5M> inmediatamente después de la exposición a OKtprácticamente eliminó la vasodilatación inducida por el KCI en arterias pulmonares y
mesentéricas estimuladas con NA, mientras que el tratamiento con BaCI
2 (2 x 105M) no la
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modificó (Figs 38 y 39>. Estos resultados indicaban que la relajación inducida por el KCI
estaba mediada a través de la activación de la ATPasa Na~/K~ y no a través de la activación
de los canales KÍR.
Figura 38. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
pulmonares incubadas con una solución OK’ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a NA
o vehículo (control). Algunas arterias fueron tratadas con ouabaína (Ouab) inmediatamente
después de la incubación con la solución 0K~. Los resultados se expresan como la media +
e. s. ni. (n = 5—12>.
Algunos anillos fueron estimulados con NA, U46619 o ET-l tras la exposición durante 1 hora
a la solución OK’, lo que produjo una mayor contracción (Tabla 4). Cuando esta respuesta
vasoconstrictora se estabilizó, la adición del KCI relajó totalmente las arterias mesentéricas
independientemente del agonista empleado (Fig 41), mientras que sólo de forma parcial las
arterias pulmonares contraídas con NA (Emax = 70 + 6>, ET-1 (Emax = 62 ±4) o U46619













a la derecha la curva concentración-respuesta a KCI en arterias mesentéricas, mientras que no
la modificaron en arterias pulmonares (Tabla 4 y Figs 40 y 41>. Por lo tanto, los tres agentes
inhibieron la relajación inducida por el KCI en arterias pulmonares y mesentéricas, salvo en
el caso de las arterias pulmonares tratadas con U46619. Sin embargo, el tipo de inhibición fue
distinta dependiendo del vaso arterial; en arterias pulmonares estos agentes inhibieron el efecto
máximo, mientras que en las mesentéricas redujeron la potencia vasodilatadora del KCI.
Figura 39. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
mesentéricas incubadas con una solución OK’ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
NA o vehículo (control). Algunas arterias fueron tratadas con ouabaína (Ouab) o BaCI2
inmediatamente después de la incubación con la solución OK’. Los resultados se expresan




Tabla 4. Resumen de la relajación inducida por el KCI en arterias pulmonares y mesentéricas
bajo diversas condiciones experimentales. Las arterias fueron tratadas con una solución 0K~
durante 80 minutos. NA, U46619 y 131-1 fueron añadidas a los 60 minutos de la exposición
a 0Km, el resto de los fármacos lo fue inmediatamente después de la exposición a OK’.
Arterias pulmonares Arterias mesentéricas
Tratamiento n Tono pD2 Ema~ n Tono pD2 En,ax
Control 7 630 ±169 2.75 + 0.11 93 ±6 5 1313 ±293 3.35 ±0.07 110 ±
9














NA + PMA 8 848 ±163 2.51 + 0.08 41 + 8
/t
6 3276 + 449 3.01 ±0.12 66 + 9
NA + Qwn 12 662 ±100 3.01 + 0.11
11/!
68±13 5 1720 + 441 2.95 + 0.10 99 + 5
NA+PMA
+ Quin






NA+5t 7 615±112 2.49±0.08 76±8 7 1450+272 3.12±0.07 102±
3
NA + Prop 5 1342 +
335
2.47 + 0.04 68 + lO 5 3145 ±585 2.93 + 0.09 105 +
3




























ET-l + Quin 7 844 + 137 2.87 + 0.14
&









Tono es la respuesta contráctil (en mg) inducida por una solución 0K en ausencia y presencia de diversos
tratamientos antes de la adición de KCI. E,,~ es la máxima respuesta vasodilatadora de KCI expresada
como porcentaje del tono inicial y el pD2 es la concentración de KCI (-log molar) que induce la mitad del
máximo efecto vasodilatador. Los resultados se expresan como la media + SEM. * y ** P < 0.05 y P
< 0.01 vs control, #, ## P < 0.05 y P < 0.01 vs NA, $$ P < 0.01 vs NA + PMA, t P C 0.05 vs
U46619, & P < 0.01 vs ET-1. Abreviaturas: Quin (quinacrina), St (estaurosporina) y Prop (propanolol).
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Figura 40. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
pulmonares incubadas con una solución OK’ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
NA, U46619, ET-l o vehículo (control>. Los resultados se expresan como la media + e. s.
m. (n = 7-12).
Figura 41. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCl en arterias
mesentéricas incubadas con una solución OK~ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
NA, U466 19, ET-1 o vehículo (control>. Los resultados se expresan como la media + e. s.

























Efectos de los ésteres deforbol. La exposición simultánea a la solución OK’ y al PMA (1O-7M)produjo una respuesta contráctil, que al cabo de 80 minutos alcanzaba una amplitud equivalente
a la obtenida en arterias incubadas en la solución OK’ y tratadas con NA, 1J46619 o ET-l
ma, 1, pero no(Tabla 4). El PMA redujo marcadamente el E del KC modificó su potencia (pD
2>
tanto en arterias pulmonares como mesentéricas (Tabla 4 y Figs 42 y 43). Algunas arterias,
fueron expuestas a la solución OK~ + PMA durante 1 hora y, posteriormente, estimuladas con
NA, lo que indujo una respuesta contráctil similar a la obtenida en ausencia de PMA. En estas
arterias, de nuevo la presencia de PMA no modificó los valores de pD2 del KCI pero inhibió
la máxima respuesta vasodilatadora (Tabla 4 y Figs 42 y 43).
Figura 42. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
pulmonares incubadas con una solución OK’ durante 1 hora en ausencia o presencia de PMA
y, posteriormente, expuestas a NA o vehículo (control). Los resultados se expresan como la
media + e. s. m. (n = 5-12).
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Figura 43. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
mesentéricas incubadas con una solución OK~ durante 1 hora en ausencia o presencia de PMA
y, posteriormente, expuestas a NA o vehículo (control>. Los resultados se expresan como la
media + e. s. m. (n = 5-15).
Efectos de estaurosporina, quinacrina y propanolol. En estos experimentos se han estudiado
las acciones de la estaurosporina y de la quinacrina sobre la relajación inducida por el KCI en
arterias estimuladas con NA, U4661 9, ET-l o PMA más NA~ Ambos inhibidores produjeron
una discreta reducción de las respuestas contráctiles a OK’ y de la inducida por la posterior
adición de NA, U46619 y ET-1, si bien este efecto sólo fue significativo para la quinacrina
en arterias mesentéricas tratadas con PMA más NA (Tabla 4). La estaurosporina aumentó la
máxima respuesta vasodilatadora del KCI en arterias pulmonares tratadas con ET-1 (Fig 48)
o U46619 (Fig 46), si bien en estas últimas este incremento no llegó a ser significativo,
mientras que no modificó la inhibición inducida por la NA. En arterias mesentéricas, la
estaurosporina revirtió parcialmente el desplazamiento de la curva concentración-repuesta al
KCI inducido por la NA (Fig 45), el U46619 (Fig 47> y la ET-1 (Fig 49), si bien el efecto era
mucho más marcado para estos dos últimos agonistas que para la NA. La quinacrína, por su
parte, potenció la relajación inducida por el KCI en arterias pulmonares estimuladas con la NA
(Fig 44), el 1346619 (Fig 46> o la ET-1 (Fig 48) y en arterias mesentéricas contraídas con el
1346619 (Hg 47) (ver resumen en Tabla 4). La quinacrina, sin embargo, no modificó la
inhibición inducida por el PMA más NA en arterias pulmonares (Tabla 4 y Fig 50> ni por la
NA, la ET-1 o el PMA más NA en arterias mesentéricas (Tabla 4 y Figs 45, 49 y 51,
respectivamente>. El tratamiento con propanolol, un antagonista de recetores p-adrenérgicos,




Figura 44. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
pulmonares incubadas con una solución OK~ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a NA
o vehículo (control, línea discontinua>. Algunas arterias fueron tratadas con estaurosporina (St)
o quinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubación con OK’. Los resultados se
expresan como la media + e. s. m. (n = 7-12>.
Figura 45. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
mesentéricas incubadas con una solución OK~ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
NA o vehículo (control, línea discontinua). Algunas arterias fueron tratadas con estaurosporina
(St) o quinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubación con OK’. La línea
discontinua representa la relajación inducida por el KCI en usencia de tratamiento (control>.
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Figura 46. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
pulmonares incubadas con una solución OK’ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
U46619 o vehículo (control, línea discontinua>. Algunas arterias fueron tratadas con
estaurosporina (St) o quinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubación con OK’. Los
resultados se expresan como la media ±e. s. m. (n = 7-10>.
Figura 47. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por e] KCI en arterias
mesentéricas incubadas con una solución OK’ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
1346619 o vehículo (control, línea discontinua>. Algunas arterias fueron tratadas con
estaurosporina (St) o quinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubación con OK’. La
línea discontinua representa la relajación inducida por el KCI en usencia de tratamiento






















Figura 48. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
pulmonares incubadas con una solución OK’ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a la
ET-1 o vehículo (control, línea discontinua>. Algunas arterias fueron tratadas con
estaurosporina (St> o quinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubación con OK’. Los
resultados se expresan como la media ±e. s. m. (n = 7-9).
Figura 49. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
mesentéricas incubadas con una solución OK’ durante 1 hora y, posteriormente, expuestas a
ET-1 o vehículo (control, línea discontinua). Algunas arterias fueron tratadas con
estaurosporina (St> o quinacrina (Quin) inmediatamente después de la incubación con OK’. Los













Figura 50. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KO en arterias
pulmonares incubadas con una solución OK’ y PMA durante 1 hora y, posteriormente,
expuestas a NA. Algunas arterias fueron tratadas con quinacrina (Quin) inmediatamente
después de la incubación con OK’. La línea discontinua representa la relajación inducida por
KCI en ausencia de PMA y NA (control). Los resultados se expresan como la media ±e. s.
m. (n = 7-8).
Figura 51. Curvas concentración-respuesta de la vasodilatación inducida por el KCI en arterias
mesentéricas incubadas con una solución OK’ y PMA durante 1 hora y, posteriormente,
expuestas a NA. Algunas arterias fueron tratadas con quinacrina (Quin) inmediatamente
después de la incubación con OK’. La línea discontinua representa la relajación inducida por
el KCI en ausencia de PMA y NA (control). Los resultados se expresan como la media + e.


























IV.LX. Efectos de NA, U46619, ET-1 y PMA sobre la vasodilatación y la reducción de la
[Ca2’]1 inducidas por KCI en arterias pulmonares y mesentéricas incubadas en una
solución OK’.
Las Figs 52 y 53 muestran 4 experimentos en los que se registran los cambios en la [Ca
2’j~,
expresados como el cociente F340/F380 y en la fuerza contráctil en arterias pulmonares y
mesentéricas, respectivamente. Las arterias eran tratadas primero con 80 mM de KCI que
producía un rápido aumento del cociente F340/F380 y de la fuerza contráctil. Una vez que la
respuesta al KCI se estabilizaba, los anillos se lavaban hasta que el cociente F340/F380 y la
fuerza contráctil volvían a niveles basales. La posterior exposición a una solución OK’ durante
30 minutos produjo un aumento del cociente F340/F380 y de la fuerza contráctil en arterias





















Figura 52. Registros simultáneos de los cambios en la [Ca2’]
1,expresada como el cociente
F340/F380 y en la fuerza contráctil en arterias pulmonares. Las arterias eran primero
estimuladas con 80 mM de KCI, y se incubaban en una solución OK’ durante 30 minutos. A
continuación, eran estimuladas con U46619 (parte superior) o NA (parte inferior) y tratadas
cori concentraciones acumulativas de KCI.
0
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Figura 53. Registros simultáneos de los cambios en la [Ca2’]~,expresada como el cociente
F340/F380 y en la fuerza contráctil en arterias mesentéricas. Las arterias eran primero
estimuladas con 80 mM de KCI, y se incubaban en una solución 0K~ durante 30 minutos. A
continuación, eran estimuladas con NA (parte superior) o ET-1 (parte inferior) y tratadas con
concentraciones acumulativas de KCI.
La adición de KCI (0.4-8.8 mM> en estas condiciones produjo una relajación y una reducción
concentración-dependiente del cociente F340/F380 en arterias pulmonares (Figs 54 y 55,
respectivamente y Tabla 5>, mientras que en las mesentéricas, si bien se redujo el cociente
F340/F380 por debajo de los niveles basales, no se observaron cambios en la fuerza contráctil,
puesto que no existía contracción (Figs 56 y 57, Tabla 5). La adición de NA, U46619 o ET-1
produjo un aumento del cociente F340/F380 seguido de una respuesta vasoconstrictora tanto
en arterias pulmonares (Fig 52> como en las mesentéricas (Fig 53). En arterias pulmonares,
el aumento de la fuerza contráctil inducida por estos agonistas fue significativamente mayor
al obtenido por arterias control, mientras que el incremento del cociente F340/F380 fue similar
en presencia o en ausencia de agonista (Tabla 5). En arterias mesentéricas, el aumento de la
fuerza contráctil y del cociente F340/F380 fue similar tras el tratamiento con NA o ET-1
(Tabla 5>; el tratamiento con PMA inmediatamente después de la exposición a la solución OK’
no afectó al cociente F340/F380 o a la fuerza contráctil, pero la posterior adición de NA

























Tabla 5. Efectos de KCI sobre la fuerza y la [Ca2’]1(F340/F380> en arterias pulmonares y
mesentéricas control o tratadas con NA, 1346619, ET-1 o PMA más NA. Las arterias fueron
expuestas a una solución sin K’ (OK’> durante unos 30 minutos. La NA, el U46619 y la ET-1
fueron añadidos a los 20 minutos de la exposición
inmediatamente después de la exposición a OK’.
a OK~, mientras que el
F3401F380Tratamiento~ ncremeo Fuerza
n mt D Emíx
ARTERIAS PULMONARES
Incremento pD2 Emax








1446619 4 126 ±17
*
3.09 + 0.09 56 + 11
*
42 ±6 3.27 ±0.06
**
-38 ±13
ET-1 3 107 + 13
*






Control 3 2.7 ±0.1 -84 + 18
NA 5 203+41 3.2+0.1 9+4 47±14 2.9±0.1 -59+15
NA±PMA 4 187±10 3.1±0.1 17+12 57±17 3.2±0.1
*11 -74+12





Incremento es el aumento del tono contráctil (fuerza, mg) o de Ja señaJ fluorescente (F340/F380> inducido
por los distintos tratamientos antes de la adición del KCI y E~ es la máxima reducción del tono contráctil
(ffierza) o de la señal fluorescente (F340/F380) del KCI, ambos valores expresados como porcentaje de
la respuesta inducida por 80 mM de KCI. P
02 es la concentración de KCI (-log molar) que induce la mitad
del máximo efecto vasodilatador. Los resultados se expresan como la media + SEM de n experimentos.
y t4-P < 0.O5yP < 0.01 vscontrol,#P ci 0.01 vsNA.
Las Figs 54-57 muestran las curvas de reducción del cociente F340/F380 y de la fuerza
contráctil obtenidas tras la adición acumulativa del KCI (0.4-8.8 mM> en arterias pulmonares
(Figs 54 y 55> y mesentéricas (Figs 56 y 57) control o tratadas con NA, U46619, ET-1 o NA
más PMA. En la parte superior derecha de estas figuras se muestran las curvas normalizadas
para permitir una mejor visualización de los resultados. En todos los casos, la reducción del




mientras que la disminución de la fuerza se mantuvo por encima de la misma (Figs 54 y 56).
La máxima reducción del cociente F340/F380 fue similar en arterias pulmonares y
mesentéricas control o tratadas con el agonista, si bien en todos los casos esta reducción fue
superior en arterias mesentéricas que en las pulmonares aunque no alcanzase significación
estadística (Tabla 5>.
En arterias pulmonares, la máxima respuesta vasodilatadora del KCI fue inferior en arterias
tratadas con agonista que en las control, si bien en estas últimas se parte de un tono
vasoconstrictor menor (Tabla 5 y Fig 54). De tal forma que cuando se representan las curvas
normalizadas (parte superior derecha de la Fig 54) se observa una vasodilatación similar en
arterias control o tratadas con U46619, mientras que el tratamiento con NA o ET-1 inhibió la
máxima respuesta vasodilatadora; estos resultados son similares a los obtenidos en baños de
órganos convencionales (Apartado IV.V. y Fig 40). En estas arterias todos los agonistas
desplazaron hacia la izquierda la curva de reducción del cociente F340/F380 inducida por KCI,
siendo el U46619 el que mayor potenciación producía (Fig 55 y Tabla 5>.
Figura 54. Cambios en la fuerza contráctil inducidos por el KCI en arterias pulmonares
incubadas durante 30 minutos en una solución OK4 y, posteriormente, tratadas con NA, ET-1,
U46619 o vehículo (control). En la parte superior derecha se muestran las mismas curvas









CtrI -3 -2Log [KCI](M)
97
Resultados
Figura 55. Cambios en la [Ca2tL (F340/F380) inducidos por el KCI en arterias pulmonares
incubadas durante 30 minutos en una solución OK’ y, posteriormente, tratadas con NA, ET-1,
U46619 o vehículo (control). En la parte superior derecha se muestran las mismas curvas
normalizadas. Los resultados se expresan como la media + e. s. m. (n = 3-6>.
En arterias mesentéricas tratadas con NA, ET-1 o PMA más NA no se observaron diferencias
significativas en la máxima reducción de la fuerza contráctil inducida por el KCI (Fig 56 y
Tabla 5). Por el contrario, el KCI relajó de forma más potente las arterias contraídas con NA
(sola o en presencia de PMA) que aquéllas estimuladas con ET-1 (Fig 56 y Tabla 5). Sin
embargo, el KCI redujo el cociente F340/F380 de manera similar en arterias estimuladas con
NA que en las control (Fig 57 y Tabla 5>, mientras que el tratamiento con ET-l o PMA más
NA potenció la reducción del cociente F340/F380 inducida por KCI con respecto a arterias






















Figura 56. Cambios en la fuerza contráctil inducidos por el KCI en arterias mesentéricas
incubadas durante 30 minutos en una solución OK’ y, posteriormente, tratadas con NA, ET-1
o vehículo (control). Algunas arterias fueron tratadas con PMA inmediatamente después de la
incubación con OK’. En la parte superior derecha se muestran las mismas curvas normalizadas.
Los resultados se expresan como la media ±e. s. m. (n = 3-5>.
Figura 57. Cambios en la [Ca2’]1(F340/F380) inducidos por el KCI en arterias mesentéricas
incubadas durante 30 minutos en una solución OK’ y, posteriormente, tratadas con NA, ET-1
o vehículo (Control>. Algunas arterias fueron tratadas con PMA inmediatamente después de
la incubación con OK’. En la parte superior derecha se muestran las mismas curvas





















Las Figs 58 y 59 muestran la relación fuerza-F340/F380 de KCI en arterias pulmonares y
mesentéricas, respectivamente, en situación control o en presencia de NA, U46619, ET-1 o
PMA más NA. En las arterias pulmonares, la NA, la ET-1 y el U46619 desplazaron hacia
arriba y de de forma similar la relación fuerza-F340/F380 del KCI con respecto a las arterias
control (Fig 58). En arterias mesentéricas no se pudo representar la relación fuerza-F340/F380
del KCI en arterias control, puesto que no existió contracción ni relajación en esta situación,
por lo que se ha incluido la relación fuerza-F340/F380 obtenida tras la adición de 8OmM de
KCI como referencia. La NA, la ET-1 y el PMA más NA desplazaron hacia arriba la relación
fuerza-F340/F380 del KCI con respecto a la obtenida por la despolarización inducida por 80
mM de KCI (Fig 59>. Este desplazamiento fue más marcado para ET-1 y PMA más NA que
para NA (P < 0.05), mientras que no se observaron diferencias entre ET-1 y PMA más NA.
Por lo tanto, el KCI produjo una relajación inferior de la que cabría esperar para la reducción
en la LCa2’t en arterias pulmonares y mesentéricas tratadas con NA, U46619, ET-1 o PMA
más NA.
Figura 58. Relación fuerza-[Ca2i
1 de la respuesta inducida por el KCI en arterias pulmonares
incubadas durante 30 minutos en una solución OK’ y, posteriormente, tratadas con NA, ET-1,


















Figura 59. Relación fuerza-[Ca2i~ de la respuesta inducida por el KCI en arterias mesntéricas
incubadas durante 30 minutos en una solución OK’ y, posteriormente, tratadas con NA o ET-
1. Algunas arterias fueron tratadas con PMA inmediatamente después de la incubación con
OK’. En línea discontinua se muestra la relación fi¡erza-LCa2’]
1 obtenida tras la despolarización
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En esta Tesis Doctoral se ha estudiado la vasodilatación inducida a través de la activación de
la vía del NO/GMPc, de los canales KATP y de la ATPasa Na~/K~ en arterias pulmonares y
mesentéricas estimuladas con diversos agentes vasoconstrictores. La relajación inducida a
través de la activación de la vía del NO/GMPc y de los canales KÁTP se ha evaluado utilizando
los nitrovasodilatadores NPS y SNAP y el levcromakalim, un agonista de canales KA.I.P,
respectivamente. Además, se ha estudiado la asociación de estas dos vías de vasodilatación,
bien utilizando combinaciones de NPS y levcromakalim o nicorandil, fármaco que estimula
ambas vías. Por último, se ha evaluado la relajación inducida por la re-adición del KCI a un
medio de incubación sin K’ (OK’), que está mediada fundamentalmente a través de la
activación de la ATPasa Na’/K’ en nuestras preparaciones experimentales.
V.I. Estudio de la vía de vasodilatación del NOIGMI>c en arterias pulmonares y
mesentéricas de lechón
y. 1. 1. Relajación inducida por la vía del NO/GMPc dependiendo del tipo de aneria y del
agente vasoconstrictor.
En nuestros experimentos, el NPS y el SNAP relajaron totalmente las arterias pulmonares
contraídas con NA, mientras que sólo parcialmente las pulmonares contraídas con U46619.
Además, el NPS produjo una vasodilatación completa de arterias mesentéricas contraídas con
NA o U46619. La potencia vasodilatadora del NPS fue inferior en arterias pulmonares
contraídas con 1346619 que en el resto. Por lo tanto, ambos fármacos presentaban en común
una reducida eficacia vasodilatadora en arterias pulmonares contraídas con U46619. Resultados
similares ya habían sido observados en nuestro laboratorio con otros fármacos que actúan a
distintos niveles de la vía de vasodilatación del NO¡GMPc, tales como la acetilcolina, el 8-
bromo GMPc y el péptido natriurético auricular (Pérez-Vizcaíno et al., 1997>.
En los experimentos realizados en el baño de órganos acoplado al fluorimetro, el U46619 y
la NA produjeron un aumento de la [Ca2~j similar al observado en presencia de 80 mM de
KCI, si bien la respuesta contráctil era mayor que la producida por este último; es decir, que
en arterias pulmonares, U46619 y NA incrementaron la sensibilidad de las proteínas
contráctiles por el Ca2’, fenómeno que ya había sido descrito en diversos territorios vasculares
(Karaki y cols., 1997). Himpens y cols. (1990) demostraron que el U46619 produce mayor
sensibilidad de las proteínas contráctiles por el Ca2~ que la NA en arterias pulmonares de
conejo. En este estudio, sin embargo, los aumentos de la [Ca2’]
1 y de la fuerza contráctil
observados en arterías estimuladas con NA o 1346619 fueron similares. La adición de NPS
produjo una vasodilatación que fue precedida de una reducción de la [Ca2’j11,siendo ambos
procesos concentración-dependientes. Al igual que en los experimentos en baños de órganos
convencionales, el NPS presentó una menor eficacia vasodilatadora en arterias precontraidas
con 13.46619 que en las contraídas con NA; sin embargo, no se observaron diferencias en la
feducción de la [Ca
2’]
1inducida por el NPS en arterias contraídas con ambos agonistas. Estos
resultados indican que la menor relajación a NPS observada en arterias pulmonares contraídas
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con 1346619 no es debida a una acción de este agonista sobre la reducción de la [Ca2~]1
inducida por el NPS.
VI. 2. Mecanismo de la relajación de la vía NO/GMPc en arterias pulmonares y mesentéricas.
El NPS produce relajación del músculo liso vascular a través de la liberación de NO, el cual
puede actuar activando la guanilato ciclasa soluble y aumentando los niveles intracelulares de
GMPc (Ignarro y cols., 1986; Kowaluk y cols., 1992; Rapoport y cols., 1985> o a través de
mecanismos independientes de GMPc (Bolotina y cols., 1994; Plane y cols., 1998>. En este
estudio, la relajación inducida tanto por el NPS en arterias pulmonares y mesentéricas, como
por el SNAP en las primeras, fue inhibida muy marcadamente por el ODQ,
independientemente del agente vasoconstrictor empleado, lo que confirma que sus efectos están
mediados fundamentalmente a través de la activación de la guanílato ciclasa soluble y el
aumento de los niveles intracelulares de GMPc.
Para estudiar los posibles mecanismos que conducen al efecto vasodilatador inducido por el
GMPc se llevaron a cabo diversos protocolos experimentales (ver apartado III.IV.4>. Se ha
descrito que tanto la incubación en un medio OK’ como el tratamiento con ouabaína producen
la inhibición de la ATPasa Na’/K’ (Hendrickx y Castecís, 1974; Webb y Bohr, 1978). Ambos
tratamientos inhibieron marcadamente la vasodilatación inducida por el NPS en arterias
mesentéricas, pero no la modificaron en las pulmonares; estos resultados indicaban que la
activación de la ATPasa Na’/K’ desempeña un papel importante en la vasodilatación inducida
por el NPS en arterias mesentéricas, pero no en las pulmonares. Cuando se eleva la 1K’]0 por
encima de 30 mM el potencial de membrana se aproxima al potencial de equilibrio del K~
(E), de forma que la activación de los canales de K’ es relativamente ineficaz para producir
vasodilatación (Quayle y cols., 1997>. En estas condiciones ([K’j0= 8OmM), el nifedipino
relajé totalmente las arterias pulmonares y mesentéricas y, la posterior adición dc NA produjo
una respuesta similar en las primeras pero inferior en las segundas con respecto a la generada
en ausencia del tratamiento. Sin embargo, este tratamiento no modificó la máxima respuesta
vasodilatadora del NPS en arterias pulmonares, e incluso la aumentó en las mesentéricas, lo
que sugiere que ni la activación de canales de K~ ni el bloqueo de canales de Ca
2’ tipo L estan
implicados en su efecto vasodilatador. La mayor respuesta vasodilatadora inducida por el NPS
en arterias mesentéricas expuestas a este tratamiento puede ser atribuida, por un lado, al
menor tono existente antes de la adición de NPS, seguramente debido a que la contracción
inducida por la NA es muy sensible al nifedipino en estas arterias (Pérez-Vizcaíno y cois.,
4996), y por otro, a que la elevación de la [K’]
0 aumenta la actividad de la ATPasa Na’IK~
(Vasilets y Schwarz, 1993), que es uno de los principales mecanismos responsables de la
acción vasodilatadora producida por el NPS en estas arterias.
El tratamiento con tapsigargina durante 45 minutos, produjo una respuesta vasoconstrictora que
aparecía al cabo de unos 15 minutos. Este tratamiento inhibió muy marcadamente la
vasodilatación inducida por el NPS, tanto en arterias pulmonares como mesentéricas, lo que
indica que el NPS produce su vasodilatación, en gran medida, a través de la activación de la
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SERCA. Estos resultados concuerdan con los descritos por otros autores en diversas
preparaciones experimentales (Cohen y cols., 1999; Khan y cols., 1998; Rashatwar y cols.,
1987.) En experimentos realizados en el bailo de órganos acoplado al fluorimetro, la
tapsigargina produjo un rápido aumento en la [Ca2’]1que no se acompañó de cambios en la
fuerza contráctil, quizás porque en estos experimentos el tiempo de incubación fue de tan sólo
10 minutos. Esta disociación entre el aumento en la [Ca
2’]
1y la fuerza contráctil tras la
inhibición de la SERCA podría atribuirse a un aumento local de Ca
2’ en un compartimento
alejado del aparato contráctil de la CMLV (Karaki y cols., 1997; Nomura y cols., 1997; Tosun
y cols., 1998). La tapsigargina inhibió muy marcadamente la reducción de la [Ca2’]
1inducida
por el NPS, un hallazgo que ya habla sido descrito para el NO u otros dadores de NO (Cohen
y cols., 1999; Karaki y cols., 1997>. Al igual que habíamos observado en los experimentos
realizados en baños de órganos, la tapsigargina inhibió la relajación producida por el NPS; sin
embargo, hubo una enorme disociación entre los efectos inhibitorios sobre la [Ca
2’]
1y la
fuerza contráctil, de forma que a pesar de que la tapsigargina practicamente abolió la reducción
en la ¡Ca
2’J
1todavía fue posible observar un importante efecto vasodilatador. Estos resultados
indican que parte del efecto vasodilatador del NPS está relacionada con su capacidad para
modificar la sensibilidad de las proteínas contráctiles por el Ca
2’, bien porque la reduce
directamente o porque disminuye el aumento de sensibilidad inducido por el agonista.
V.I.3. Mecanismo de la interacción del U46619y la vía del NO/GMPc en arterias pulmonares.
La vía del NO/GMPc relaja de forma similar las arterias pulmonares estimuladas con NA o
ET-1 y las mesentéricas contraídas con NA, ET-l o 1346619 (Pérez-Vizcaíno y cols., 1997),
luego los mecanismos que median esta vasodilatación parecen carecer de selectividad vascular
por cualquiera de estos territorios. Sin embargo y como se ha descrito en el apartado V.i. 1,
esta vía de vasodilatación presenta una menor respuesta en arterias pulmonares estimuladas con
1346619. Este efecto es específico de tas arterias pulmonares, ya que no ocurre en arterias
mesentéricas o coronarias y tampoco afecta a la vía del AMPc (Pérez-Vizcaíno y cols., 1997).
En la presente Tesis Doctoral se demuestra que esta menor respuesta vasodilatadora no es
consecuencia de un efecto directo del U46619 sobre la reducción de la [Ca2’]
1inducida por el
NPS, ya que el NPS disminuyó la [Ca
2’]
1de manera similar en arterias contraídas con NA o
1346619. Además, el U46619 no parece producir una mayor sensibilización de las proteínas
contráctiles que la NA, por lo que la menor relajación producida por el NPS en arterias
estimuladas con 1346619 no puede ser atribuida a una mayor acción de éste que de la NA sobre
la sensibilidad de las proteínas contráctiles por el Ca
2’. El mecanismo final por el que se
produce una menor respuesta vasodilatadora al NPS en arterias estimuladas con U46619 es
todavía desconocido, aunque en base a nuestros resultados cabrían dos posibles
interpretaciones: a> que el U46619 pudiera interferir con el mecanismo mediante el cual el
NPS reduce la sensibilidad de las proteínas contráctiles o b> que los mecanismos por los que
NA o 1346619 sensibilizan las proteínas contráctiles por el Ca2’ presenten distinta sensibilidad
a la acción vasodilatadora del NPS.
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La estimulación de la PKC con ésteres de forbol también reduce la relajación inducida por el
SNP (Morrison y Pollock, 1990; Pérez-Vizcaíno y cols., 1997>. Además, la estaurosporina,
un inhibidor de la PKC, aumenta la vasodilatación inducida por el NPS en arterias pulmonares
contraídas con U46619, pero no en aquéllas contraídas con NA (Pérez-Vizcaíno y cols., 1997>.
En esta Tesis Doctoral, la estaurosporina no modificó la reducción en la [Ca2’]1inducida por
el NPS, mientras que aumentó su efecto vasodilatador. Sin embargo y, de forma sorprendente,
la estaurosporina cuando se asoció a U46619 (a una concentración superior> indujo un aparente
aumento de la sensibilidad de las proteínas contractiles por el Ca
2’ con respecto a la observada
en presencia del U46619 sólo; es decir, que aumentó la relación fuerza ¡ (Ca2’1~. Por lo tanto,
la sensibilización de las proteínas contráctiles inducida por el U46619 no parece estar mediada
a través de la activación de la PKC. De hecho, los agonistas pueden producir sensibilización
al Ca- a través de mecanismos diferentes a los de los ésters de forbol, que son activadores
específicos de la PKC (Hori y cols., 1993>. La diferente sensibilidad a la acción de la
estaurosporina que presentan la contracción inducida por el 1346619 y la relajación inducida
por el NPS sugiere que sería incorrecta la segunda interpretación propuesta en el párrafo
anterior, según la cual el 1346619 podría aumentar la sensibilidad al Ca- a través de un
mecanismo que fuese menos sensible a la acción del NPS. Así pues, los resultados de esta
Tesis Doctoral indican que el U46619 interacciona con el componente de vasodilatación del
NPS que implica la desensibilización de las proteínas contráctiles por el Ca2’ a través de un
mecanismo que es sensible al inhibidor de la PKC estaurosporina.
En conclusión, el NPS presenta una menor relajación en arterias pulmonares de lechón
contraídas con U46619 que en aquéllas contraídas con NA, pero en ambas situaciones reduce
la [Ca2’]
1 de forma similar. El NPS produce vasodilatación de las arterias pulmonares de
lechón disminuyendo la [Ca
2’]
1fundamentalmente a través de la activación de la SERCA y
reduciendo la sensibilidad de las proteínas contráctiles por el Ca
2’ (Fig 60>. La interacción
entre el U46619 y el GMPc no implica cambios en la [Ca2’]
1,pero sí en la sensibilidad de las
proteínas contráctiles por el Ca
2’ y está mediada a través de un mecanismo que es sensible al
inhibidor de la PKC estaurosporina (Fig 60). Pensamos que la inhibición de la vía de
vasodilatación del NO/GMPc producida tras la activación de receptores de TXA
2 puede estar
implicada en el desarrollo de hipertensión pulmonar y en el fracaso terapéutico del NO
inhalado que ocurre en muchos pacientes con HPPN.
V.ll. Estudio de la activación de los canales K4~ en arterias pulmonares y mesentéricas
de lechón
En nuestras preparaciones, la relajación inducida por el levcromalcalim está mediada
fundamentalmente a través de la activación de los canales KÁTP, ya que se inhibió
marcadamente por la glibenclamida, un inhibidor selectivo de los mismos. La glibenclamida
se comporta aparentemente como un antagonista competitivo de los agonistas de canales KA.rp
(ACP) (Eltze, 1989; Cogolludo y cols,, 1998); sin embargo, interacciona con un sitio de unión
específico situado en la subunidad SUR, que es diferente (Gopalakrishnan y cols., 1991; Bray
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y Quast, 1992) y se encuentra acoplado alostéricamente y de forma negativa al de los ACP
(Bray y Quast, 1992; Schwanstecher y cols., 1992). La glibenclamida produjo una
vasodilatación en arterias pulmonares contraídas con 1346619, ya que se ha descrito que a este
nivel actúa como un inhibidor competitivo de los receptores del TXA2 (Cocks y cols., 1990>.
Sin embargo, la glibenclamida apenas modificó el tono vascular inducido por el U46619 en
arterias mesentéricas. Este efecto pudiera deberse a la utilización de una concentración superior
de 1346619 en arterias mesentéricas o a que realmente, la glibenclamida tenga un mayor efecto
inhibitorio sobre la contracción inducida por el U46619 en arterias pulmonares que sistémicas,
como ha sido previamente descrito (Kaye y cols., 1997>.
La apertura de los canales KATP produce hiperpolarización y vasodilatación, fundamentalmente
como consecuencia del cierre de los canales de Ca
2’ tipo L (Fig 60>, por lo que los ACP
podrían comportarse indirectamente como bloqueantes de canales de Ca2’. Sin embargo, los
ACP se comportan de forma diferente a los bloqueantes de los canales de Ca2’ (Bray y cols.,
991; Cook y cois., 1988), lo que indica que presentan mecanismos vasodilatadores
alternativos (Quast, 1993>. En esta Tesis Doctoral, la relajación inducida por el levcromakalim
dependió del territorio vascular estudiado, siendo unas 3-6 veces más potente y efectivo en
arterias mesentéricas que pulmonares. Las arterias mesentéricas también fueron más sensibles
a la acción de verapamil (esta Tesis Doctoral ) y nifedipino (Pérez-Vizcaíno y cols., 1996),
pero, al contrario que el levcromakalim, relajaron más potentemente las arterias contraídas con
NA que con 1346619. El diferente comportamiento vasodilatador mostrado por el
levcromakalim y los bloqueantes del Ca2’ indica que otro/s mecanismo/s distinto/s al cierre
de canales de Ca2’ median la relajación inducida por el levcromakalim.
El levcromakalim relajó las arterias pulmonares contraídas con NA o U46619 con valores de
pD, y ~ muy similares a los descritos por otros autores en arterias pulmonares de
conductancia de lechones de 2 semanas de vida (Boels y cots., 1997) y de cerdos adulto
contraídos con PGF
2« (Ward y cols., 1991). El apricalim, otro ACP, también presenta mayor
potencia para relajar las arterias mesentéricas que las pulmonares de conejo, aunque con una
eficacia similar (Magnon y cols., 1994). Estos resultados indican que el levcromakalim
presenta una mayor selectividad por el territorio sistémico que por el pulmonar
independientemente del agente vasoconstrictor empleado. Sin embargo, en situaciones de
hipertensión pulmonar, los ACP pueden presentan una mayor selectividad por el territorio
pulmonar que por el sistémico (Wanstall, 1996>, posiblemente debido a que en estas
situaciones las arterias de resistencia pulmonares, al igual que sucede a nivel sistémico
(Struijker-Boudier y cols., 1992), se hacen más sensibles a la activación de los canales KATP
(Rodman, 1992; Wanstall, 1996). Por otro lado, y al contrario de lo que sucede con la vía del
NO/CMPc (Tulloh y cols., 1997; Abman y cols., 1991), la vasodilatación inducida por la
activación de los canales KATP es similar a lo largo de la etapa perinatal, parece ser
independiente del agente vasoconstrictor empleado y persiste en diversas formas
experimentales de hipoxia e hipertensión, entre ellas la HPPN (Boels y cols., 1997; Rodman,
1992; Wanstall, 1996>. Por todo ello, se ha sugerido que la activación de canales KATP podría
representar una alternativa en el tratamiento de la HPPN.
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ViII. Combinación de la activación de la vía del NO/GMPc y de los canales KAI!, en
arterias pulmonares
Para estudiar el posible papel de la activación de ambas vías de señalización se realizaron dos
abordajes experimentales: a) la combinación del NPS y el levcromakalim o b> la utilización
del nicorandil, fármaco que actúa como dador de NO y activador de los canales KA-lp.
V. II!. 1. Relajación inducida por la combinación de NPS y levcromakalim.
Como se ha descrito en los apartados anteriores, tanto el NPS como el levcromakalim
produjeron una vasodilatación de aproximadamente un 50-60% en arterias pulmonares
contraídas con 1346619. Sin embargo, el NPS produjo una relajación total de estas arterias
cuando éstas habían sido parcialmente relajadas con una dosis previa de levcromakalim y el
~ del levcromakalim aumentó en arterias pretratadas con NPS. Del mismo modo, la
combinación de NPS y levcromakalim (1:1> relajó totalmente estas arterias.
La combinación de NPS y levcromakalim ha permitido, además, estudiar las posibles
interacciones entre ambos mecanismos de acción. La existencia de interacciones, tanto
positivas como negativas, entre la vía del GMPc y la de los canales KÁTP ha sido descrita en
numerosos trabajos (Feleder y Adler-Graschinsky, 1997; Herity y cols., 1994; McCulloch y
Randalí, 1996; Shinbo e lijima, 1997). Sin embargo, en otros estudios no se han encontrado
interacciones entre ambos mecanismos (Cogolludo y cols., 1999; Gardiner y cols,, 1991;
White y Hiley, 1998 a y b>. En la presente Tesis Doctoral se ha realizado un análisis
isobolográfico a partir de las curvas de relajación de NPS, levcromakalim y su combinación
(1:1). El punto de la combinación se ajusta a la linea de aditividad del isobolograma, lo que
sugiere la ausencia de interacciones entre ambas vías; es decir, que sus efectos son aditivos.
Estos resultados están en concordancia con los obtenidos en los experimentos de pretratamiento
con dosis únicas de un fármaco y curvas de relajación con el otro, ya que no hubo diferencias
en los valores de pD2 en arterias en ausencia y en presencia del pretratamiento.
V.III.2. Relajación inducida por el nicorandil.
El nicorandil es un fármaco que produce la relajación del músculo liso vascular a través de la
activación de los canales KATP (al igual que el levcromakalim> y de la estimulación de la
guanilato ciclasa soluble y el posterior aumento de los niveles de GMPc (al igual que el NPS)
(Fig 60). Por lo tanto, el nicorandil comparte propiedades de ACP y nitrovasodilatadores. La
contribución relativa de cada mecanismo a su acción vasodilatadora puede variar dependiendo
del territorio vascular estudiado y del agente vasoconstrictor empleado para precontraer el vaso
(Akai y cols., 1995; Borg y cols., 1991; Magnon y cols., 1994; Meisheri y cols., 1991). En
la presente Tesis Doctoral, el tratamiento con nicorandil relajó con igual eficacia las arterias
pulmonares y mesentéricas, independientemente del agente vasoconstrictor empleado (NA o
U46619), si bien con mayor potencia las arterias mesentéricas que las pulmonares. Sin
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embargo, como muestran las figuras 28-31, la contribución de cada mecanismo en la
vasodilatación inducida por el nicorandil dependió del agente vasoconstrictor y del territorio
vascular. Magnon y cols. (1994> describieron que el mecanismo responsable de la relajación
inducida por el nicorandil era diferente para una misma arteria contraída con KCI o NA.
Nuestros resultados demuestran que el nicorandil actúa a través de distintos mecanismos de
acción en una misma arteria estimulada por agentes vasoconstrictores (NA y 1346619) que
comparten una señal de transducción común (estimulación de receptores acoplados a proteínas
U). Para estudiar la contribución de cada mecanismo en la vasodilatación inducida por el
nicorandil se han utilizado como herramientas fármacológicas el ODQ y la glibenclamida. En
arterias pulmonares y mesentéricas contraídas con U46619, el nicorandil parece actuar a través
de ambos mecanismos, puesto que tanto el ODQ como la glibenclamida inhibieron su efecto
vasodilatador. Por el contrario, en arterias pulmonares contraídas con NA el principal
mecanismo involucrado en la relajación de nicorandil parece ser la activación de la guanilato
ciclasa soluble, ya que sus efectos relajantes fueron inhibidos por ODQ, mientras que no se
modificaron por el tratamiento con glibenclamida, sola o en combinación con ODQ. En
arterias mesentéricas contraídas con NA, el ODQ también inhibió la relajación producida por
el nicorandil, mientras que la glibenclamida no la modificó. Sin embargo, la glibenclamida,
en presencia de ODQ, desplazó marcadamente a la derecha la curva de relajación a nicorandil,
indicando que en esta situación ambos mecanismos son responsables de la relajación inducida
por éste. En resumen, la activación de la guanilato ciclasa parece mediar la relajación a
nicorandil en las distintas condiciones experimentales estudiadas, mientras que la contribución
de la activación de canales KATP resulta más variable.
Aún cuando las causas de la variabilidad en el mecanismo de acción del nicorandil son
desconocidas, estos resultados podrían tener dos interpretaciones
1> Por un lado, suponiendo que en determinadas condiciones experimentales un mecanismo
resulta más efectivo que el otro, se podría esperar que el nicorandil actuara preferiblemente
a través de ese mecanismo. Esto podría explicar por qué : a) en arterias pulmonares contraídas
con NA, que son relajadas de forma más efectiva por NPS que por levcromakalim, el
nicorandil actúe preferiblemente a través de la estimulación de la guanilato ciclasa; b> en
arterias pulmonares y mesentéricas contraídas con 1346619, que son relajadas con una eficacia
similar por NPS y levcromakalim, el nicorandil actuaría a través de ambos mecanismos. Sin
embargo, esta hipótesis no parece explicar que la escasadiferencia en la eficacia vasodilatadora
de NPS y levcromakalim en arterias mesentéricas contraídas con NA sea responsable de la
insensibilidad de] nicorandil a la acción inhibitória de la glibenclamida.
2) Una segunda hipótesis sería que existiera una interacción entre ambas vías de vasodilatación,
lo que explicaría por qué en arterias mesentéricas contraídas con NA, la potencia inhibitoria
de la glibenclamida y del ODQ aumenta cuando ambos fármacos se utilizaban en combinación.
Un aumento similar de la actividad inhibitoria de la glibenclamida sobre la vasodilatación
producida por el nicorandil se ha descrito tras la inhibición de la guanilato ciclasa con azul de
metileno (Kreye y cols., 1992> o tras la inducción de tolerancia a los nitratos en arterias
coronarias de cerdo (O’Rourke, 1996). Asumiendo la posibilidad de interacciones negativas
entre ambas vías, la glibenclamida inhibiría el componente agonista de los canales KAT?
ejercido por el nicorandil, lo que a su vez disminuiría la interacción negativa que la apertura
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de estos canales estaba ejerciendo sobre la vía del GMPc, y, así, podría aumentar la potencia
del nicorandil como estimulante de la guanilato ciclasa. Sin embargo, la ausencia de
interacciones entre NPS y levcromakalim en nuestras condiciones experimentales (apartado
anterior) rechaza esta segunda hipótesis.
En resumen, los resultados de la combinación de ambos mecanismos, bien utilizando
nicorandil o la asociación de NPS y levcromakalim permite eliminar el componente de
contraccion resistente a cada mecanismo por separado en arterias pulmonares, lo que indica
que el mecanismo responsable de la resistencia a la relajación inducida por NPS es distinto
que el de levcromakalim.
V.IV.Estudio de la activación de la ATPasa Na’/K’
l¿ Vi.]. Vasodilatación inducida por KCI en arterias incubadas en una solución OK’.
Les cambios en la [K’L desempeñan un papel muy importante en la regulación de la presión
y flujo sanguíneos (Edwards y cols., 1998; Knot y cols., 1996; Quayle y cols., 1997>. El
aumento de la [K’]0puede producir hiperpolarización y relajación de la CMLV a través de la
activación de la ATPasa Na’/K’ o de los canales KIR, dependiendo de la [K’]0 inicial y de la
preparación estudiada (Bukoski y cols., 1983; Edwards y cols., 1998; Knot y cols., 1996;
Ponte y cols., 1996; Quayle y cols., 1997; Webb y Bohr, 1978>. El reciente descubrimiento
de que el factor hiperpolarizante dependiente del endotelio (EDHF> es K’ liberado del
endotelio que hiperpolariza y relaja las CMLV a través de la activación de la ATPasa Na’/K’
y de los canales KIR (Edwards y cols., 1998> demuestra la importancia de estos mecanismos
en el control del tono vascular. En esta Tesis Doctoral, la adición de KCI (0.2-8.8 mM)
produjo una vasodilatación concentración-dependiente en arterias incubadas en una solución
OK’ que fue prácticamente eliminada en presencia de ouabaina y no se afectó por BaCI2, lo
que indicaba que estaba mediada fundamentalmente a través de la activación de la ATPasa
Na’/K’. El mecanismo responsable de la relajación inducida tras la activación de la ATPasa
Na~/K~ parece implicar la disminución de la [Ca
2’]~mediada a través de la hiperpolarización
de la membrana y el cierre de los canales de Ca2’ tipo L y/o a través de la activación del
intercambiador Na’/Ca2’ (Hg 60>. La inhibición (le la ATPasa Na’/K’ produce una respuesta
vasoconstrictora que ha sido atribuida a la entrada de Ca2’ a través del intercambiador
NC/Ca2’ (Iwamoto y cols., 1992> o de los canales de Ca2’ tipo L (Zhu y cols., 1994>. En
nuestros experimentos, la inhibición de la ATPasa Na’IK’ tras la incubación en una solución
OK’ durante 1 hora produjo una respuesta vasoconstrictora que era relajada por
concentraciones acumulativas de KCI. En experimentos realizados en el fluorímetro la
exposición a OK~ durante 30 minutos (el tiempo de incubación debió ser drásticamente
reducido para evitar una pérdida excesiva de fura-2> produjo una respuesta contráctil en
arterias pulmonares pero no así en las mesentéricas. La posterior re-adición del KCI relajó las
arterias pulmonares controles o tratadas con un agonista y las mesentéricas sólo si éstas habían
sido previamente estimuladas con NA o ET- 1. Sin embargo, en todos los casos, la re-adición
del KCI produjo una reducción concentración-dependiente en la [Ca2’iI~.Luego la existencia
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de un respuesta contráctil no constituye un requisito esencial para que el KCI produzca
relajación, lo que sugiere que aunque ambos fenómenos se inician, respectivamente, a partir
de la inhibición y la activación de la ATPasa Na’/K’, los mecanismos que conducen a la
contracción y a la vasodilatación son diferentes. De hecho, la adición de KCI relajó totalmente
las arterias mesentéricas expuestas a la solución OK~ más agonista y no sólo el componente de
la contracción debido a la solución OK’.
V. VI.2. Efectos de NA, U46619, Ef-] y PMA sobre la vasodilatación inducida por KCI.
La actividad de la ATPasa Na~/K~-ATPase puede ser modulada por diversos estímulos
fisiológicos (Ewart y Klip, 1995; Xia y cols., 1995). La ET-1 estimula la actividad de la
ATPasa Na’/K’ en aorta de conejo (Gupta y cols., 1991> y en el endotelio capilar (Kawai y
cols., 1995) a través de la activación de la PKC. Los agonistas a-adrenérgicos también
incrementan la actividad de la ATPasa Na’/K’ en arteria femoral de perro y en la vena safena
(Navran y cols., 1988>, si bien, este efecto no sc observó en el caso de la NA en cultivos de
CMLV de aorta de rata (Brock y cols., 1982a).
En esta Tesis Doctoral, el PMA (un activador de la PKC) no modificó la potencia, pero
inhibió marcadamente la máxima respuesta vasodilatadora del KCI en arterias pulmonares y
mesentéricas, si bien de forma mucho más marcada en las primeras. En arterias pulmonares
la NA y la ET-1, pero no el U46619 disminuyeron la máxima respuesta vasodilatadora
inducida por el KCI, pero ninguno modificó su potencia. En arterias mesentéricas, la NA, el
U46619 y la ET-1 desplazaron a la derecha la curva de relajación del KCI pero no modificaron
su máxima respuesta vasodilatadora. Dado que estos agonistas activan la PKC, esta vía de
transducción podría estar implicada en el efecto inhibitorio de la NA, la ET-l y el U46619
sobre la vasodilatación inducida por la activación de la ATPasa Na’/K’. Xia y cols. (1995>
han descrito que la PKC puede estimular directamente la actividad de la ATPasa Na’/K’ e
inhibiría indirectamente a través de la activación de la fosfolipasa A2. Por tanto, en esta Tesis
Doctoral se ha estudiado la posible implicación de la activación de la PKC y de la fosfolipasa
A, en los efectos de NA, 1346619, ET-1 y PMA sobre la relajación inducida por el KCI.
En arterias mesentéricas, la estaurosporina, un inhibidor de la PKC, revirtió parcialmente la
acción inhibitoria de la NA, la ET-1 y el U46619 sobre la vasodilatación inducida por KCI,
mientras que la quinacrina, un inhibidor de la fosfolipasa A2, sólo revirtió parcialmente la
acción inhibitoria del 1346619. Estos resultados indicaban que los tres agonistas actúan en parte
a través de la activación de la PKC, mientras que la activación de la fosfolipasa A2 sólo parece
mediar parte del efecto inhibitorio del U46619 en arterias mesentéricas. En arterias
pulmonares, la presencia de estaurosporina revirtió totalmente la acción inhibitoria de la JET- 1,
mientras que no modificó la inhibición inducida por la NA. El tratamiento con quinacrina
potencié la vasodilatación inducida por KCI en arterias estimuladas con NA, U46619 o ET-l,
lo que sugiere que estos agentes pueden estar ejerciendo un efecto inhibitorio sobre la ATPasa
Na~/K’ a través de la activación de la fosfolipasa A2. Sin embargo, la quinacrina en ningún
caso aumentó la máxima respuesta vasodilatadora inducida por el KCI, lo que indica que la
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activación de la fosfolipasa A2 no está implicada en la acción inhibitoria de la NA y la ET-1
sobre la relajación inducida por KCI.
Por lo tanto, los agentes vasoconstrictores estudiados inhibieron la relajación inducida por la
activación de la ATPasa Na’¡K~, aunque este efecto inhibitorio fue de características distintas
según el tipo de arteria. En arterias pulmonares, estos agonistas redujeron la máxima respuesta
vasodilatadora del KCI, mientras que en las mesentéricas sólo inhibieron su potencia. Esta
diferencia en el tipo de inhibición inducida por estos agentes vasoconstrictores puede en parte
explicarse teniendo en cuenta que la activación de la PKC a través del tratamiento con PMA
inhibió mucho más marcadamente la máxima respuesta vasodilatadora del KCI en las arterias
pulmonares que en las mesentéricas, luego es lógico que la activación de la PKC inducida por
NA, 1346619 o ET-1 inhiba más la máxima relajación del KCI en arterias pulmonares que en
las mesentéricas.
En cualquier caso, el efecto inhibitorio de los agonistas sobre la relajación inducida por el KCI
parece estar mediado a través de la activación de la PKC, ya que en todos los casos fue
revertido, en parte, por la estaurosporina, salvo en el caso de las arterias pulmonares
estimuladas con NA, ello sugiere que la NA actúa a través de un mecanismo independiente de
la PKC. Esta menor sensibilidad de los efectos de la NA a la acción de la estaurosporina está
en concordancia con el hecho de que en arterias pulmonares el U46619, pero no la NA inhibió
la relajación al NPS a través de un mecanismo sensible a estaurosporina. Además, en arterias
mesentéricas, la acción inhibitoria de la NA sobre la vasodilatación inducida por el KCI es
mucho menos sensible a la acción de la estaurosporina que la inducida por ET-1 o 1346619.
La activación de los receptores j3-adrenérgicos produce el aumento de los niveles intracelulares
de AMPc y la activación de la PKA, la cual inhibe la actividad de la ATPasa Na’¡K~ en
diversas preparaciones experimentales (Bertorello y cols., 1991; Bonn, 1995>; éste podría ser
el mecanismo implicado en la acción inhibitoria de la NA sobre la vasodilatación inducida por
el KCI. Tanto en arterias pulmonares como en las mesentéricas, el tratamiento con propanolol,
un bloqueante de receptores ~-adrenérgicos, no modificó la vasodilatación inducida por KCI,
indicando que la posible estimulación del receptor 13-adrenérgico y el posterior aumento de los
niveles de AMPc no están implicados en los efectos inducidos por la NA.
En resumen, estos resultados sugieren que la NA, el U46619 y la ET-1, a través de la
activación de la PKC, inhiben la actividad de la ATPasa Na’/K’ y, como consecuencia, la
relajación inducida por ésta. Sin embargo, como veremos a continuación, los resultados
obtenidos con el análisis de la [Ca
2’]~no fueron consistentes con esta hipótesis.
V VI. 3. Cambios en la [Ca2‘j y fuerza contráctil inducidos por KCI
A pesar de que el principal mediador de la contracción de la CMLV es el aumento en la
[Ca2~1~,algunos agonistas y los ésteres de forbol pueden producir una mayor respuesta
contráctil de la que cabría esperar para un determinado aumento de la [Ca2~]~;es decir, que
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producen una sensibilización de las proteínas contráctiles por el Ca2’ (Karaki y cols., 1997>.
Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran que la NA, el U46619, la ET-1 y el PMA
más NA aumentaron la sensibilidad de las proteínas contráctiles por el Ca2’.
Con el objeto de analizar la posible implicación de la sensibilización de las proteínas
contráctiles por el Ca2’ en la menor respuesta vasodilatadora que mostraba el KCI en las
arterias tratadas con NA, U46619, ET-1 o PMA más NA estudiamos los cambios simultáneos
en la ¡Ca2’], y en la fuerza inducidos por el KCI en arterias en ausencia y presencia de estos
agonistas. Los cambios de la Iberza contráctil fueron similares en arterias montadas en el baño
acoplado al fluorimetro que en aquéllas incubadas en baños de órganos convencionales,
excepción hecha de que en estas últimas la exposición a la solución OK’ no produjo una
respuesta contráctil en las arterias mesentéricas y que la exposición a PMA no redujo la
máxima respuesta vasodilatadora inducida por KCI. Estas diferencias pensamos que podrían
explicarse, en parte, a un menor tiempo de incubación en la solución OK’ (40 minutos en vez
de 80 minutos). La NA, la ET-1 y en mayor medida el U46619 potenciaron la reducción en
la [Ca2tJ~ inducida por el KCI en arterias pulmonares y la ET-1 y el PMA en arterias
mesentéricas. Estos resultados sugieren que estos agonistas estimulan la actividad de la ATPasa
Na~/K’ y, por lo tanto, su capacidad para producir la disminución en la [Ca2’]
1 y son
consistentes con los obtenidos en estudios de la recaptación de
86Rb’ (Gupta y cols., 1991).
Sin embargo, no se puede descartar que estos agentes pudiesen actuar a otro nivel de la vía de
transducción que va desde la activación de la ATPasa Na’/K’ a la reducción de la [Ca2’]
1
(p.ej. el intercambiador NC/Ca2’). Sin embargo, en arterias pulmonares tratadas con NAapenas se observó potenciación en la reducción (Le la [Ca2’]
1inducida por KCI. En resumen,
todos los agentes inhibieron la relajación inducida por el KCI, excepto el U46619 en arterias
pulmonares, y potenciaron la disminución en la [Ca
2’]




1 (fuerza-F340/F380) obtenida tras el tratamiento con concentraciones
acumulativas de KCI en arterias estimuladas con NA, U46619, ET-1 o PMA más NA se
desplazó hacia arriba y hacia la izquierda con respecto a las arterias control o a la respuesta
inducida por 80 mM de KCI en arterias pulmonares y mesentéricas, respectivamente; es decir,
que en presencia de estos agonistas se obtenía una menor reducción de la fuerza contráctil de
la que se debería obtener para una determinada reducción de la [Ca
2’]
1. Por lo tanto, la
aparente contradicción que supone el hecho de que NA, 1346619, ET-1 y PMA más NA
inhiban la relajación pero estimulen la reducción de la [Ca2’]1inducida por el KCI se explica
por la capacidad de estos agentes por producir sensibilización de las proteínas contráctiles por
el Ca
2’. NA, U46619 y ET-1 pueden aumentar la sensibilidad de la contracción de la CMLV
por el Ca2’ a través de la activación de la PKC, por lo que el efecto de la estaurosporina sobre
la relajación inducida por el KCI podría atribuirse a su acción inhibitoria agente sobre la
sensibilización de las proteínas contráctiles por el Ca2’ más que a cambios en al actividad de
la ATPasa inducidos por el KCI.
Estos resultados están en concordancia con otros estudios que proponen que la relajación
inducida por el KCI tras la incubación en una solución OK’ puede ser empleada como un
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indicador funcional de la ATPasa Na’/K’, ya que el primer acontecimiento que tiene lugar
es la activación del enzima (Ponte y cols., 1996; Webb y Bohr, 1978); sin embargo, este
método no refleja la actividad de la ATPasa de forma precisa, puesto que pueden existir otros
factores que afecten a la relajación sin que se altere la actividad enzimática (Bukoski y cols.,
1983). Por lo tanto, se pueden obtener diferencias en la relajación inducida por el KCI en
distintas condiciones experimentales, aún cuando la acción real sobre la actividad de la ATPasa
sea nula o incluso se estimule la actividad del enzima (Bukoski y cols., 1983>.
En conclusión, la NA, el U46619, la ET-1 y el PMA son inhibidores funcionales de la
relajación inducida por la activación de la ATPasa Na’/K’ en arterias pulmonares y
mesentéricas de lechones recién nacidos. Este efecto se produce aun cuando la acción directa
sobre la actividad enzimática pueda ser estimulante más que inhibidora (Fig 60). Esta aparente
paradoja puede explicarse porque todos estos agonistas sensibilizan las proteínas contráctiles
por el Ca2’ (Fig 60> y por lo tanto, la relajación y la reducción en la LCa2~]~ que siguen a la







1. La activación de las vía del NO/GMPc, de los canales KATP y de la ATPasa Na’/K~ y el
bloqueo de los canales de Ca2’ tipo L producen una vasodilatación de las arterias pulmonares
y mesentéricas de lechones recién nacidos, si bien estos tres últimos mecanismos de
señalización presentan una mayor selectividad por el territorio sistémico que por el pulmonar.
Estos resultados sugieren que las arterias pulmonares presentan una menor sensibilidad que las
mesentéricas a la vasodilatación inducida por cambios en la [Ca2~]
1(hiperpolarización de la
membrana y bloqueo de los canales de Ca
2~). Estas diferencias no parecen ser consecuencia
de una menor efectividad de las distintas vías de vasodilatación para reducir la [Ca2’]
1,sino
de una menor sensibilidad del lecho pulmonar a la disminución de la [Ca
2’]
1. Por lo tanto, la
reducción de la [Ca
2’]
1parece desempeñar un papel limitado en la vasculatura pulmonar, por
lo que el tratamiento de la hipertensión pulmonar con agentes vasodilatadores que actúen
únicamente a través de la disminución de la [Ca
2’]
1puede resultar en muchos casos ineficaz.
2. La activación de la vía del NO/GMPc relaja las arterias pulmonares de lechón por dos
mecanismos: a> una reducción de la [Ca
2~]
1mediada a través de la activación de la SERCA y
b) una disminución de la sensibilidad de las proteínas contráctiles por el Ca2~. Sin embargo,esta vía no parece producir hiperpolarización de la membrana, puesto que la inhibición de los
canales de K~ o de la ATPasa Na’/K’ no modifica su efecto relajante. Por el contrario, en
las arterias mesentéricas, no sólo la activación (le la SERCA, sino también la de la ATPasa
Na’/K ~ están implicadas en la vasodilatación inducida por esta via.
3. El hecho de que la vía del NO/GMPc produzca una menor vasodilatación en arterias
pulmonares estimuladas con un agonista de receptores del TXAQ no es debido a un efecto de
este agente sobre la disminución de la [Ca2’]
1, sino a una acción específica sobre la
desensibilización de las proteínas contráctiles por el Ca
2~, a través de un mecanismo sensible
a la estaurosporina, un inhibidor de la PKC. Esta interacción podría estar implicada en el
desarrollo de hipertensión pulmonar y en el fracaso terapéutico del NO inhalado que se observa
en muchos pacientes con HPPN.
4. La activación de la vía del NO/GMPc y de los canales KATP produce vasodilatación de las
arterias pulmonares por mecanismos independientes, pero aditivos, de tal modo, que la
combinación de ambas vías permite obtener una vasodilatación completa en situaciones en las
que cada mecanismo por separado produce una relajación parcial.
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5. La NA, el TXA2 y la ET-l producen una vasoconstricción pulmonar que es debida al
aumento de la [Ca
2’¡~y a la sensibilización de las proteínas contráctiles por el Ca2’ y, además,
son capaces de modular las distintas vías de vasodilatación. Así, p.ej. el TXA
2 inhibe la
desensibilización de las proteínas contráctiles por el Ca
2’ inducida por la vía NO/GMPc y la
NA, el TXA, y la ET-1 estimulan la reducción cíe la [Ca2’]~inducida por la activación de la
ATPasa Na’/K’, aunque este efecto puede quedar enmascarado por el aumento de la
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